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Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gestellt 

© Antineoplastisch wirkende Transferrin- und Albuminkon jugate zytostatischer Verbindungen aus der Gruppe 
der Anthrazykline, Aikylantien, Antimetabolite und Cisplattn-Analoga und diese enthaltende Arzneimittel 



) Transferrin- und Albuminkon] ugate. bestehend aus thio- 
liertem Transferrin und/odsr Albumin und durch Malainimid- 
verbrndungen derivatisiertan zytostatischan Verbindungen 
aus der Gruppe der Anthrazykline (Doxorubicin, Daunorubr- 
cin, Epirubictn, Idarubicin), der Aikylantien (Chlorambucil. 
Melphalan), der Antimetabolite (5-FIuorouracil, S'-Deoxy- 
5-fluorouridin) oder aus einem derivatisiertan Cisplatin-Ana- 
logon der allgemeinen Formal I. II oder III, 



Ester-, Imin-, Hydrazon-, Acylhydrazon-, Urethan-, Acetal- 
oder Ketalbindung erfolgen kann, zeigen eine hohe tumor- 
hemmende Wirksamkeit, sind sehr gut wasseridslich und 
unter physiiogischen Bedingungen stabile Formulierungen. 
Sie sind deshalb fur die Behandlung von Krebskrankheiten 
sehr geeignet. 
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n =» (Vd, X «= -NH2, -OH, -CMXMCH^-COCR*. -K&COCCH^-COCRr 
R* »H, Jbsayi, ADcylmit 1-6 Kohlcaflo&tomen 

wo bat die chemische Verknupfung zwischen Malainimidver- 
bindung und zytostatischer Verbindung durch eine Amid-, 
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Beschreibung 



Gebiet der Erfindung 

Diese Erfindung betrifft die Herstellung von zytotoxischen Chemoimmunokonjugaten bestehend aus einem 
geeigneten Tragersystem und zytostatischen Verbindungen fur die Behandlung von Krebserkrankungen. 

Immunokonjugate and Verbindungen, die aus einer geeigneten Tragersubstanz, wie z.B. Antikdrpera, 
Wacnstumsfaktoren oder hormon- bzw. peptidahnlichen Strukturen, und einem oder mehreren zytotoxischen 
Wirkstoffen, wie z. R Zytostatika, Toxinen oder radioaktiven Isotopen, bestehen. Die Tragersubstanzen beshzen 
m der R egel die Eigenschaft, sich bevorzugt im Tumorgewebe anzureichern, sodaBauf diesem Wege ebenso der 
an die Tragersubstanz gebundene Wirkstoff im Tumorgewebe angereichert und somit eine selektivere antitu- 
morale Therapie erzielt wird. Chemoimmunokonjugate bezeichnen Conjugate von Tragersubstanzen und zvto- 
statischen Verbindungen. 

Stand der Technik 

Die zur Zeit kliniscb eingesetzten Zytostatika gegen Krebserkrankungen besitzen eine Reihe von schweren 
systemischen Nebenwirkungen und weisen keine Anreicherung im Tumorgewebe auf, so daB nach neuen 
Denvaten bzw. Formufierungen geforscht wird, die eine selektivere antitumorale Therapie ermoglichen. Zu 
ka'entwSefc WCrden ^™ unmimokon i u e ate bestehend aus einem geeigneten Tragerprotein und Zytostau- 

Als Tragerproteine kommen unter anderem Antikorper, Wachstumsfaktoren, Serumproteine oder hormon- 
bzw. pepndahnhche Strukturen in Frage, fur die in der Regel eine Anreicherung im Tumorgewebe bekannt ist 
(Magerstadt, M: Antibody Conjugates and Malignant Disease, Library of Congress 1990; Chadwick, CM.: 
Receptors m Tumour Biology, Cambridge University Press, 1984). Die voriiegende Erfindung umfaBt solche 
Tragerproteine, insbesondere humanes Serum transferrin und Serumalbumin, deren Anreicherung im Tumorge- 
webe in der Literatur dokumentiert ist (Ward, S.G. Taylor, R.O: 1 -54, in Metal-Based Drugs (Gielen. MP. (E±)l 
Freund Publishing House Ltd, 1988; Babson, AX, Winnick, T. (1954): Protein transfer hi tumor-bearing ra2 
Cancer Res. 14, 606-61 1, Sinn, K, Schrenk, RH, Friedrich, A, Schilling, U. und Maier-Borst, W. (1990V Design 
of compounds having an enhanced tumour uptake, using serum albumin as a carrier. Part 1, NucL Med. BioL VoL 
1 7 (8), 819—827). 

Die Herstellung von Chemoimmunokonjugaten erfolgt gnindsatzlich entweder durch direkte Kopplung von 
Tragersubstanz und Wirkstoff oder mh Hilfe von Spaeergruppen, sog. homo- bzw. heterobifunkooneDe Reagen- 
zien. Vorwiegend ist bisher das Verfahren der direkten Kopplung angewandt worden, welches jedoch haufig zu 
polymeren Produkten und nicht eindeutig defmierten Konjugaten fuhrt Kurzhch sind einige Chemoimmun- 
?A < J5G lgat lJ Europ§ische Patentanmeldung, EP 91-117535 911615, Europaische Patentanmeldung, EP 
90-109268 900516, PCT Internationale Patentanmeldung, WO 90-CA251 900809, Brhische (UK) Patentanmel- 
dung, GB 83-5104 830224 und Europaische Patentanmeldung, EP 89-102370 890210), die mittels bestimmter 
birunkttoneller Reagenzien hergesteut wurden, als zytostatisch wirkende Mittel vorgescblagen worden. 

Beschreibung der Erfindung 

Es wurde nun gefunden, daB Transferrin- und Aibuminkonjugate, bestehend aus thioliertem Transferrin oder 
Albumin und mindestens emer durch Maleinimidverbindungen derivatisierten ozytostatischen Verbindung, eine 
der zytostatischen Verbindung gleichwertige oder faohere tumorhemmende Wirksamkeit aufweisen. 

FOr die Herstellung dieser Chemoimmunokonjugate sind zytostatische Verbindungen geeignet, wie die An- 
tnrazyklme Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin oder Idarubicin, die Alkyiantien Chlorambucfl oder Melpha- 
lan, die Antimetabolite 5-Fluorouracfl bzw. 5'-Deoxy-5-fluorouridin oder derivatisierte Osplatin-Analoga der 
aUgememen Form el I, II bzw. ID, 
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x 

n = 0-6, X = -NH2, -OH, -^CO^CHs^-COR* -NH^CKCH^-COR* 
R* - H, Phenyl, Alkyi mit 1-6 Kohlfiostof&t omen 

die mit einer Maleinimidverbindung derivatisiert wurden. Die zytostatischen Verbindungen werden dabei in der 
Regel mit einer alip hati sc h en bzw. aromatischen Maleinimidverbindung umgesetzt die mindestens eine fur die 
Bindung zum Zytostatikum geeignete funktionelle Gruppe besitzt, wie eine Amino-, Hydroxy-, Carbonsaure-, 
Carbonsaurechlorid-, Sulfonsaure-, Suifonsaurechiorid-, Saurehydrazid- oder Hydrazinogruppen, Oxycarbonyl- 
chlorid-, Aldehyd-, Keto-, so daB MaJeinimidderivate von zytostatischen Verbindungen bereitgestellt werden, 
wobei die chemische VerknQpfung zwischen Maleinimidverbindung und zytostatischer Verbindung durch eine 
Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Acylhydrazon-, Oxycarbonyl-, Acetal-, oder Ketalbindung erfolgt. 

Durch Umsetzen der derivatisierten zytostatischen Verbindungen mit thioliertem Transferrin und Albumin 
werden Chemoimmunokonjugate bereitgestellt, die einfach und effektiv hergestellt werden, die eine hohe 
Reinheit besitzen, die eine im Vergleich zu mehreren der ursprunguchen zytostatischen Verbindungen ausge- 
zeichnete Wasserlostichkeit besitzen, die in physio logischem Puffer stabile Formulierungen sind und die eine in 
vitro antiproliferative Wirksamkeh gegen menschliche TumorzeUen aufweisen, die denen der ungebundenen 
Zytostatika gleichwertig oder uberlegen ist 

Die durch solche Kopplungen realisierten Chemoimmunokonjugate, die fur eine selekthrere Behandlung von 
Krebserkrankungen sehr geeignet sind, sind Gegenstand der Erfindung und werden im folgenden bescbrieben. 

Das Verfahren zur Synthese der Chemoimmunokonjugate erfolgt in vier Schritten: 
Schritt 1 : Synthese von MaJeinimidverbindungen 

Schritt 2: Synthese von Maleinimidderivaten zytostatischer Verbindungen 
Schritt 3: Thiolierung des Tragerproteins 

Schritt 4: Kopplung der zytostatischen Verbindung an das thiolierte Tragerprotein. 

Schritt 1 : Synthese von Maleinimidverbindungen 

Die Maleiniridverbindungen werden im allgemeinen nach einem der zwei folgenden Verfahren hergestellt: 
Beim ersten Verfahren wird Maleinsaureanhydrid mit einer aliphatischen Aminoverbindung H2N— R— Y, wobei 
R eine alrphatische C-Kette mit 1 —6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw. unsubsthuierte Benzyi- 
gruppe und Y = -OH, -COOH, -SO3H, -CH(OC 2 H 5 )2, R # -C=0, R* = Phenyl oder Alkylrest mit 1 bis 6 
Kohlenstoffatomen ist, zur entsprechenden Maleaminsaure und anschlieBend mit einem bis zwei Aquivalenten 
Triethyiamin in wasserfreiem Toluol unter azeotroper Entfernung des entstehenden Wassers zur entsprechen- 
den Maleinimidverbindung umgesetzt. Die weitere Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der 
COOH— bzw. SOsH-Gruppe mit Oxalylchlorid oder Thionyichlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, 
durch Umsetzen der Hydroxygruppe mit Bis-(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonyi- 
chloriden, durch Umsetzen der Acetalgruppe — CH(OC 2 H 5 fc zu den entsprechenden Aidehyden mit Hilfe von 
saurekatalytischer Spaltung, wie z. R durch p-ToIuolsulfonsaure, Schwefelsaure oder saures Kieselgel, und 
durch Umsetzen der Saurechloride mit N-(tert.-Butoxycarbonyl)-alkohoIamm bzw. N-<tert-Butoxycarbonyl)-al- 
koholhydrazin und anschlieOender Spaltung mit Trifluoressigsaure oder Chlorwasserstoff in Ether, Tetrahydro- 
furan oder Dioxan zu den entsprechenden Amino- bzw. Hydrazinoverbindungen. 

Beim zweiten Verfahren wird Maleinsaureanhydrid mit einer aromatischen Aminoverbindung H2N— R— Y, 
wobei R eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe und Y = —OH, —COOH, — SO3H, R*— C«0, 
R* = Phenyl oder Alkylrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist zur entsprechenden Maleamminsaure und 
anschlieBend mit Essigsaureanhydrid und wasserfreiem Natriumacetat zur entsprechenden Maleinimidverbin- 
dung umgesetzt Die weitere Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der COOH— bzw. 
S0 3 H-Gruppe mit Oxalylchlorid oder mit Thionyichlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, durch Umset- 
zen der Hydroxygruppe mit Bis-(trichIormethy!)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden, durch 
Umsetzen der Saurechloride zu den entsprechenden Aidehyden mit Hilfe von LiA^OCCCHj^H in Tetrahydro- 
furan, durch Umsetzen der Saurechloride in Tetrahydrofuran oder Ethylacetat rait t-Butylcarbazat und anschlie- 
Bender Spaltung mit Trifluoressigsaure oder Chlorwasserstoff in Ether, Tetrahydrofuran oder Dioxan zu den 
entsprechenden Saurehydraziden und durch Umsetzen der Saurechloride mit N-(tert-Butoxycarbonyl)-alkohol- 
amin bzw. N-<tert.-Butoxycarbonyl)-alkoholhydrazin und anschlie Bender Spaltung mit Trifluoressigsaure oder 
Chlorwasserstoff in Ether, Tetrahydrofuran oder Dioxan zu den entsprechenden Amino bzw. Hydrazinoverbin- 
dungen. 

Die Bisnialeinimidverbindungen der allgemeinen Formel V, die aus den in Anspruch 2 genannten Maleinimid- 
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verbindungen bestehen, wobei zwei M aieinimidverb indungen durch eine Gruppe Z verbunden sind, die eine 
Diarainoalkan-, DOrydroxyalkan-, Dihydrazinoalkan- oder Carbonsauredihydrazid-Verbindung darstellt so daB 
zwei MaJeinimidverbindungen fiber zwei Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon oder Acylhydrazonbindungen mitein- 
ander verbunden sind, werden aus den unter Anspmcfa 1 genannten Malemimidverbindungen bergesteDt, wobei 
die Synthese der durch Amidbindungen verknupften Verbindungen durch Umsetzen der Saurechloride der 
Maleinmidverbindungen mit Diaminoalkan verb indungen NH 2 — (CH 2 )n— NH 2 , n = 2—12, in Tetrahydrofuran 
oder Ethylacetat unter eventuellem Zusatz von Triethylamin erfolgt die Synthese der durch eine Esterbindung 
verknupften Verbindungen durch Umsetzen der Saurechloride der Malemimidverbindungen mit Dihydroxyver- 
b indungen HO— (CH 2 )n— OH— , n = 2— 12, in Tetrahydrofuran oder Ethylacetat unter eventuellem Zusatz von 
Triethylamin erfolgt, die Syn these der durch eine Iminbindung verknupften Verbindungen durch Umsetzen der 
Aldehyde oder Ketone der Malemimidverbindungen mit Diaminoalkanverbindungen NH 2 — (CH 2 )n— NH* n = 
2— 12, in wasserfreiem Tetrahydrofuran, Methanol oder Ethanol unter Zusatz einer katalytischen Menge von 
p-ToIuolsulf onsaure oder Trifluoressigsaure erfolgt und die Syn these der durch eine Hydrazon- bzw. Acythydra- 
zonbindung verknupften Verbindungen durch Umsetzen der Aldehyde oder Ketone der Malemimidverbindun- 
gen mh Dmydrazmoalkanverbindungen NH2— NH— (CH^d— NH— NH2 bzw. Carbonsauredihydraziden 
H 2 N— NH— CO— (CH 2 )n— CO— NH— NH^n = 2— 12, in wasserfreiem Tetrahydrofuran, Methanol oder Etha- 
nol unter Zusatz einer katalytischen Menge von p-Toluolsulfonsaure oder Trifluoressigsaure erfolgt 

Schritt 2: Malemimidverbindungen zytostatischer Verbindungen 

Fur die Umsetzung mh den aus Schritt 1 erhaltenen Malemimidverbindungen sind die in Anspruch 1 genann- 
ten zytostatischen Verbindungen geeignet 

Dtese zytostatischen Verbindungen werden mit den unter Anspruch 1 genannten und im 1. Schritt erlauterten 
Malemimidverbindungen umgesetzt so daB Maleimimidderivate von zytostatischen Verbindungen bereitge- 
stellt werden, wobei die chemische Verknupfung zwischen Maleimidverbindung und zytostatischer Verbindung 
durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Acyf- bzw. Benzoyihydrazon-, Acetal- oder Ketalbindung erfolgt 

Bei den Anthrazyklinen Doxorubicin, Daunorubicin, Epinibicin oder Idarubicin erfolgt die Syn these im 
einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Saurechloride der Maleinimidverbindungen zu 
den entsprechenden Anthrazyldm-Maleinimidderivaten in einem geeigneten Losungsmittel, vorzugsweise Di- 
methylformamid oder Tetrahydrofuran unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, in der Regel Triethyla- 
min, wobei die Kopplung fiber die 3'— NHz-Gruppe des Aminozuckers des Anthrazyklins als Amidbindung 
erfolgt, durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Aldehyden bzw. Ketonen der Maleinmidverbin- 
dungen in einem geeigneten Ldsungsmittel, vorzugsweise Dime thyiform amid, Methanol oder Ethanol, unter 
eventuellem Zusatz einer katalytischen Menge einer Satire, in der Regel p-Toluolsulf onsaure bzw. Trifluores- 
sigsaure, wobei die Kopplung fiber die 3'— NHr-Gruppe des Aminozuckers des Anthrazyklins als Iminbindung 
erfolgt oder durch Umsetzen mh den mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Aminen der Malemimidverbindungen 
in einem geeigneten Losungsmittel, vorzugsweise Dimethylformamid, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz 
einer katalytischen Menge einer Saure, in der Regel p-Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die 
Kopplung fiber die Ci 3- Ke to position des Anthrazyklins als Iminbindung erfolgt, oder durch Umsetzen mit den 
unter Schritt 1 aufgefuhrten Saurehydraziden der Malemimidverbindungen in einem geeigneten Losungsmittel, 
vorzugsweise Dimethylformamid, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer katalytischen Menge einer Saure, 
in der Regel p-Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung fiber die Cu-Ketoposhion des 
Anthrazyklins als Alkyisulfonoyi- oder Phenyls ulfonoylhydrazonbindung bzw. als Phenylalkoyl- oder Benzoyl- 
hydrazonbindung erfolgt 

Bei den Alkylantien Chlorambucil und Melphalan erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen von 
Chlorambucil bzw. Melphalan mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Hydrorymaleinimidverbindungen in einem 
geeigneten Losungsmittel, vorzugsweise Dichlormethan oder Tetrahydrofuran unter Zusatz von Dimethylami- 
nopyridin und einem Kondensationsmittel in der Regel NJN'-Dicydohexylcari)odiimid oder N-Cyclohexyl- 
N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat zu den entsprechenden Chlorambucil- bzw. Melp- 
halan-Malemmiiddertvaten, wobei die Kopplung fiber die COO H -Gruppe von Chlorambucil bzw. Melphalan als 
Esterbindung erfolgt oder durch Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan mh Saurehalogenienmgsreagen- 
zien, wie z. B. Oxalylchiorid oder Thionylchlorid, zu den entsprechenden Saurechloriden und anschlieBendem 
Umsetzen der Saurechloride in Tetrahydrofuran oder Ethylacetat mit t-Alkyicarbazaten, in der Regel t-Butyl- 
carbazat und anschlieBender Spaltung mit Sauren, in der Regel Trifluoressigsaure oder Chlorwasserstoff in 
Ether, Tetrahydrofuran oder Dioxan, zu den entsprechenden Saurehydraziden von Chlorambucil bzw. Melpha- 
lan, die nun wiederum mh einem der in Schritt 1 aufgefuhrten Aldehyden oder Ketonen in einem geeigneten 
Losungsmittel, vorzugsweise Dimethylformamid, Methanol oder Ethanol unter Zusatz einer katalytischen Men- 
ge einer Saure, in der Regel Trifluoressigsaure oder p-Toluolsulfonsaure, zu den entsprechenden Maleinimida- 
cylhydrazon Derivaten von Chlorambucil bzw. Melphalan umgesetzt werden. 

Bei 5-Fluorouracil erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten 
Saurechloriden der Malemimidverbindungen zu den entsprechenden Maleinimidderivaten von 5-FluorouracU in 
einem geeigneten LSsungsmittei, vorzugsweise Tetrahydrofuran, unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, 
in der Regel Triethylamin, wobei die Kopplung fiber die 1'- oder 3'— NH-Gruppe von 5-Fluorouracil als 
Saureamidbindung erfolgt, oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Oxycarbonylchloriden der 
Maleinimidverbindungen zu den entsprechenden Maleinimidderivaten von 5-Fluorouracil in einem geeigneten 
Ldsungsmittel, vorzugsweise Tetrahydrofuran unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, in der Regel 
Triethylamm, wobei die Kopplung fiber die 1'- oder 3'— NH-Gruppe von 5-Fluorouracil als Oxycarbonyibm- 
dung erfolgt oder durch Umsetzen von 5-Fluorouracil mit Formaldehyd und den unter Schritt 1 aufgefuhrten 

4 



19636889A1J_> 



196 36 889 A I 



Carbons auren oder Sulfonsauren zu den entsprechenden Maleinimidderivaten von 5-Fluorouracil in einem 
geeigneten Losungsmittel, vorzugsweise Dichlormethan oder Tetrahydrofuran, nnter Zusatz von Diraethylami- 
nopyridin und einem Kondensationsmittel, in der Regei N^'-DicycIohexyicarbcKtiimid oder N-Cyclohexyl- 
NX2-morphoImoethyl)K^bodiimid Metho-p-toluolsulfonat, wobei die Kopplung fiber die 1'- oder 3'-NH- 
Gruppe von 5-Fluorouracil als Carbamoyloxymethylbindung erfolgt 5 

Bei 5'-Deoxy-5-fluorouridin erfolgt die Syn these im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 
aufgefuhrten Saurechloriden der Maleinimidverbindungen zu den entsprechenden Maleinimidderivaten von 
5'-Deoxy-5-fluorouridin in einem geeigneten Ldsungsmittel, vorzugsweise Tetrahydrofuran, unter eventuellem 
Zusatz einer tertiaren Base, in der Regel Triethyiamin, wobei die Kopplung fiber die 2'-HO- oder 3'-HO-Gruppe 
von 5'-Deoxy-5-fhiorouridin als Esterbindung erfolgt, oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten io 
Aidehyden oder Ketonen der Maleinimidverbindungen in einem geeigneten Ldsungsmittel, vorzugsweise Tetra- 
hydrofuran, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer katalytischen Menge einer Satire, in der Regel Trifluor- 
essigsaure oder p-Toluolsulfonsaure, wobei die Kopplung uber die 2'-HO- und 3'-HO-Gruppe von 5'-Deoxy- 
5-fluorouridin als Acetal- bzw. Ketalbindung erfolgt 

Bei den Maleinimidderivaten der Gsplatin-Analoga der aUgemeinen Forme! I, II und III erfolgt die Synthese is 
ira einzelnen durch Umsetzen der entsprechenden Amino verbindungen H2N — CH2CH2 — NH — (CH 2 )o — X, 
(H2N-CH2^CH-(CH2)bX oder H 2 N— CH 2 CH(NH2)-(CH2) n -X, wobei eine oder zwei der primaren bzw. 
sekundaren Aminogruppen mit einer BOC-Gruppe geschutzt worden sein kann (Umsetzung mit Bis-tert-buty- 
loxycarbonyianhydrid), mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Sauren oder Saurechloriden der Maleinimidverbin- 
dungen in einem geeigneten LosungsmitteU vorzugsweise Tetrahydrofuran oder Ethylacetat, unter eventuellem 20 
Zusatz einer tertiaren Base, in der Regel Triethyiamin, oder unter eventuellem Zusatz von Dimethyl aminopyri- 
din und einem Kondensationsmittel, in der Regel N,N'-Dicydohexylcarbodiiniid oder N Cyclohexyi-N'-(2-morp- 
holinoethyl) -carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat, zu den entsprechenden BOC-geschutzten Maleinimidestern 
bzw. Maleinimidsaureamiden, die nun durch ein Ether/HCl-Gemisch unter Abspaltung der BOC-Gruppe in die 
entsprechenden Hydrochloride und schlieBHch durch Umsetzen mit KaliumtetrachloropIatinat(I I) in einem 2s 
geeigneten Ldsungsmittel, in der Regel THF/Wasser-Gemische, in die entsprechenden Platin(II)-Komplexe 
ubergefuhrt werden, wobei die Kopplung uber die endstandige HO-Gruppe des jeweiligen Cisplatin-Analogons 
der Formel I, II oder D als Esterbindung oder fiber die endstandige H 2 N-Gruppe des jeweiligen Cisplatin-Analo- 
gons der Formel I, II oder II als Saureamidbindung erfolgt, oder durch Umsetzen der entsprechenden Aminover- 
bindungen H 2 N— CH 2 CH 2 -NH— (CH 2 )n-X, (H 2 N-CH 2 )2CH-(CH2)n-X oder H 2 N- 30 
CH2CH(NH 2 )— (CH2>n— X, wobei eine oder zwei der primaren bzw. sekundaren Aminogruppen mit einer 
BOC-Gruppe geschutzt worden sein kann (Umsetzung mit Bis-tert-butyloxycarbonylanhydridX mit Verbindun- 
gen des Typs HOOC— (CH 2 )n— COCR* (R* «= H, Phenyl, Alkyi mit 1 —6 Kohlenstoffatomen) in einem geeigne- 
ten Ldsungsmittel, vorzugsweise Tetrahydrofuran oder Ethyiacetat, unter eventuellem Zusatz einer tertiaren 
Base, in der Regel Triethyiamin, oder unter eventuellem Zusatz von Dimethylaminopyridin und einem Konden- 35 
sationsmittel, in der Regel N,N'-Dicyclohexylcarbodiiinid oder N-<^lohexyl-N'-(2-morpho!moethyl)-carbodii- 
mid Metho-p-tolnolsulfonat, zu den entsprechenden BOC-geschutzten Maleinimidestern bzw. Maleinimidsau- 
reamiden, die nun eine weitere Carbonylfunktion enthalten, die im folgenden mit einem der in Schritt 1 
aufgefuhrten Aminen, Saurehydraziden oder Hydrazinen in einem geeigneten Ldsungsmittel, vorzugsweise 
Dimethylformamid, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer katalytischen Menge einer Saure, in der Regel 40 
p-Toluolsulf onsaure oder Trifluoressigsaure, zu den entsprechenden Maleinimidimin-, Maleinimidacyihydrazon 
oder Maleinimidhydrazon-Derivaten umgesetzt werden, die nun wiederum durch ein Ether/HCl-Gemisch unter 
Abspaltung der BOC-Gruppe in die entsprechenden Hydrochloride und schlieBlich durch Umsetzen mit Kalium- 
tetrachloroplatinat(II) in einem geeigneten Ldsungsmittel in der Regel THF/Wasser-Gemische, in die entspre- 
chenden Platin(II)-Komplexe ubergefuhrt werden. 45 

Die Isolierung der oben genannten Maleinimidderivate der zytostatischen Verbindungen erfolgt entweder 
durch Kristallisation, durch Kieselgelsaulenchromatographie oder durch praparanve HPLC bzw. FPLC auf 
einer reverse phase(Cl 8)- oder Diol-Saule, wie in den untenstehenden Beispielen beschrieben. 

Schritt 3: Thiolierung des Tragerproteins 50 

Sulfhydrylgruppen (HS-Gruppen) werden durch Umsetzen des Tragerproteins mit einem geeigneten Thiolie- 
rungsreagenz, vorzugsweise Iminothiolan, in humanes Serumtransf errin und Serumalbumin, eingeffihrt. 

Die Thiolierung erfolgt in einem Salzpuffer, in der Regel in 0,1 M Natriumborat, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA 
— pH « 8,0, mit einem OberschuB an Thiolierungsreagenz (10- bis 100-facher OberschuB) und anschheBender 55 
Gelfiltration (beispielsweise Sephadex G10 oder G25) mit einem Salzpuffer, in der Regel 0,025 M Natriumborat, 
0,15 M NaCl — pH 63— 7 A Die Konzentration an Protein nach erfolgter Gelfiltration wird durch die Extink- 
tionskoeffizienten bei 280 nm bestimmt und liegt in der Regel zwischen 0,1 —4,0 x 10~ 4 ML Die Anzahl der 
eingefuhrten HS-Gruppen wird mit EHmann's Reagenz bei 412 nm bestimmt Durch Variation der Reaktionsbe- 
dingungen konnen im Mittel 1 bis 30 HS-Gruppen eingeffihrt werden. Die thiolierte Transferrin- bzw. Albumin- eo 
losung wird direkt fur die Synthese der Kon jugate eingesetzt. 

Schritt 4: Kopplung der zytostatischen Maleinimidverbindungen an das thiolierte Tragerprotein 

Die zytostatischen Maleinimidderivate (s. Schritt 2) werden mit thioliertem Transferrin oder Albumin (s. 65 
Schritt 3) bei Rauratemperatur umgesetzt. Dabei wird zu dem thiolierten Protein, das sich in einem Salzpuffer, in 
der Regel 0,025 M Natriumborat, 0. 15 M NaCl — pH 63— 7J5, befmdet, ein 1,5- bis 10-facher OberschuB der 
zytostatischen Maleinimidderivats (bezogen auf die Anzahl der vorhandenen HS-Gruppen im Protein), gelost in 
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emer minimaien Menge Losemittel, in der Regel Dimethyiformamid, Dimemylsuhoxid, Ethanol, Methanol 
Acetonrtnl oder Tetrahydrofuran (etwa 1-10% des Volumens der thiolierten ProbeX gegeben. Nach etwa 
5—20 Minuten wind die Losung zentrifugiert, und das gebfldete Oiemoimmunokonjugat wird durch anschlie- 
Bende Gelfiltrauon (beispielsweise Sephadex G10 oder G25) in emem Salzpuffer, in der Regel 0,025 M Natrium- 

5 borat, 0.15 M NaCi — pH 6,8—73, vom uberschussigen zytostatischen Maleinimidderivat abgetrennt. Es kann 
vorteilhaft sein, die thioiierte Proteinlosung vor Zagabe des Malemhnidderivats mit einem Salzpuffer zu verdun- 
nen, so daB die Proteinkonzentrauon etwa 0,01 -0,1 x 10" 4 M betragt, das Maleinimidderivat. geidst in einer 
mmimalen Menge Losemittel, zuzugeben und anschlieBend nach etwa 5—20 Minuten die Losung mit einem 
handelsublichen Kouzentrator aufzukonzentrieren und das Chemoimmunokonjugat, wie oben beschrieben, zu 

10 lsolieren, 

Die AnzahJ der an das Tragerprotein gebundenen zytostatischen Malemimidderivate, die ttber die HS-Orup- 
pen des Protems zur Maleimmidgruppe in Form einer resnltierenden Thioetherbindung gekoppelt sind, erfolgt 
entweder durch eme photometrische Konzentrationsbestimmung bei der absorb! ere nd en Wellenlange des 
zytostatischen Maleinimidderivats (typischerweise zwischen 280 und 500 nm) oder durch eine colorimetrische 
15 Bestmimung, die bei den Konjugaten von Chlorambucil und Melphalan mit Hflfe des NBP Tests (Epstein I 
Rosenthal, KW, Ess, R.J. AnaL Chem. 1955, 27, 1435-1439), bei den Konjugaten von 5-Huorouracfl und 
5-Deoxy-5-fluoroiindin mit Hflfe eines Assays nach Habib (Habib, S.T, Talanta 1981, 28, 685-87) und bei den 
Konjugaten der Osplatinanaloga mit Hilfe einer Bestimmung nach Gonias und Pizzo (Genias. SX. Pizzo S.V I 
BioLChem. 1982, 258, 5764 -5769) erfolgt. ^ ' J * 

20 . Im^ttel werden auf dem oben beschrieben Weg etwa 1 -30 Molekule der zytostatischen Verbindung an ein 

Molekul Protein gebunden. 
Die Reinheit der Chemoimmunokonjugate wird durch HPLC mh Hilfe einer analytischen Bio-Sfl SEC 250 

(300 mm x 73 mm) von Bio- RAD, mobile Phase: LcLR. 0il5 M NaO, aoi M Na^PO* 5% CHjCN - pH 7.0 

gepruft Dabei besitzen die Transferrin- und Albuminkonjugate eine Reinheit von > 90%. 
25 Die Oiemoimmunokonjugate konnen in gefrorener Form bei T = - 20°C bzw. — 78° C gelagert werden. Des 

weiteren ist es mogiich, die Losung der Chemoimmunokonjugate zu lyophilisieren und das Lyophilisat bei +5 

bis — 78°CzuIagern. 

Gegenstand der Erfindung sind auch solche Chemoimmunokonjugate bestehend aus Albumin, das gemafi 
Anspruchen 1 bis 5 mh etwa zehn bis dreiBig Aquhralenten einer zytostatischen Verbindung beladen ist und mit 
30 einem Protein, beispielsweise mit Transferrin oder mit einem monoklonalen Antikorper, der gegen ein tumoras- 
sozuertes Antigen gerichtet ist, vorzugsweise aber mh Transferrin, uber eine der unter Anspruch 6 genannten 
BBnaalenimndverbmdungen oder einer aliphatischen bzw. aromatischen Bismalemimidverbindung konjugiert 

Dabei werden etwa 80—90% der in Albumin emgeffihrten Thiolgruppen nut dem zytostatischen Maleinimid- 
35 denyat, gelost m einer minimalem Menge Losemittel, in der Regel Dimethylformamki, Dimethylsulfoxid, Etha- 
nol MeAanoL Acetonhril oder Tetrahydrofuran (etwa 1-10% des Volumens der thiolierten ProbeX umgesetzt 
und nach etwa 5—20 Minuten ein 1,5- bis 10-facher OberschuB der Bismaleininnd^erbmdung, gelost in einer 
minimalem Menge Losemittel, in der Regel Dimethyiformamid, Dimethylsulfoxid, Ethanol, Methanol Acetonhril 
oder Tetrahydrofuran (etwa 1 - 10% des Volumens der thiolierten Probe), zugegeben. Nach etwa 10—20 Minu- 
ten wird die Losung zentrifugiert, und das gebfldete Oiemoimmunokonjugat wird durch anschhe&ende Gelfil- 
fration (beispielsweise Sephadex G10 oder G25) in einem Salzpuffer, in der Regel 0,025 M Natriumborat, 0.15 M 
NaCi — pH 63-73, von dem zytostatischen Malemimidderivat und der Bern alemimid verbindung abgetrennt. 
AnschlieBend wird das so modifizierte Albuminkonjugat mit einem der oben genannten Proteine, welches im 
Mrttel 1,5 Thiolgruppen enthalt, umgesetzt und das resultierende Chemoimmunokonjugat, das nun aus einem mit 
zytostatischen Verbindungen beladenen A&uminmolekul und dem oben genannten Protein besteht, mit Hilfe 
einer Superdex-200-Saule (Fa. Pharmacia) oder einer Hydroxylapatitsaule (Fa. Pharmacia oder Bio-Rad) in 
einem Salzpuffer, in der Regel 0,025 M Natriumborat, 0.15 M Nad — pH 63—75, isoliert 

Es ist auch mogiich, zunachst eines der oben genannten Proteine, welches im Mittel 1,5 Thiolgruppen enthalt, 
mit emem 13- bis 10-fachen OberschuB der Bismaleimmidverbindung umzusetzen und das gebHdete Proteinkon- 
50 ragat durch anschlieBende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex G10 oder G25) in einem Salzpuffer, in der 
Regel 0,025 M Natriumborat, 0.15 M NaO - pH 63-7.5, von der Bisnialemimidverbindung abzutrennen, und 
anschlieBend das so modifizierte Proteinkonjugate, das nun im Mittel 1^ Ajquivalente der Bismaleinimidverbm- 
dung enthah, mit modifiziertem Albuminkonjugat umzusetzen, wobei etwa 80—90% der in Albumin eingefuhr- 
ten Thiolgruppen mit einem zytostatischen Maleinimidderivat bereits umgesetzt wurden. Das resultierende 
55 Chemoimmunokonjugat, das nun aus einem mit zytostatischen Verbindungen beladenen Albuminmolekul und 
dem oben genannten Protein besteht, wird mh Hflfe einer Superdex-200-Saule (Fa. Pharmacia) oder einer 
Hydroxylapatitsaule (Fa. Pharmacia oder Bio-Rad) in einem Salzpuffer, in der Regel 0,025 M Natriumborat, 0.15 
M NaCi — pH 63—73, isoliert 
Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher, ohne sie einzuschranken. 

60 

Ausfuhrungsb e is pi ele 

Schritt 1 : Synth ese von Malemimidverbindungen 

65 m-Maleinimidophenol 

In einem Dreihalskolben wurden 300 ml Aceton vorgelegt Dann wurden 98,06 g (1,0 mol) Maleinsaureanh- 
ydnd m 200 ml Aceton und 109,13 g (1,0 mol) m-Aminophenol in einer Mischung aus 200 ml Aceton und 50 ml 
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Methanol gelost Beide Ldsungen wurden gieichzeitig dem vorgelegten Aceton zugetropft Nach etwa 1 h 
begann im FColben die Abscheidung eines gelben Feststoffs. Nach Ende der Zugabe wurde der Ansatz 90 Minu- 
ten lang weitergeruhrt, dann auf +4°C abgekuhlt und der Niederschlag abgesaugt Dieser wurde mit Aceton 
gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 86%). 5,0 g (24,6 ramol) N-(m-Hydroxyphenyl>maIein- 
saureamid wurden in 350 ml Toluol suspendiert und unter ROckfluB erhitzL In der Warme wurden 2,53 g (3,48 ml, 5 
25,0 mmol) Triethylamin zugegeben und wahrend 2 h am Wasserabscheider erhitrt Es wurde vom entstandenen 
roten Cl abdekantiert und das Toluol im Vakuum entfernt Der Ruckstand wurde saulenchromatographisch 
gereinigt (Lauftnittel: Essigester/Hexan 1/1 ; Ausbeute: 12% gelbes Pulver); Schmelzpunkt: 135°C; Rf-Wert: 035 
(Essigester/Hexan 1/1) 

Elementaranalyse: 10 
berechnet: C: 6632%; H: 3,90%; N: 7,73%; 
{Ci 0 H 7 NO 3 ) gefunden: C: 65,65%; H: 338%, N: 737%. 



p-Malemimidobenzophenon 



15 



14,0 g (70 mmol) p-Aminobenzophenon wurden in 70 ml Aceton gelost 7,0 g (70 mmol) Maleinsaureanhydrid 
wurden in 40 ml Aceton geidst und fiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei Raumtemperatur zugetropft Nach 
30 Minuten begann die Ausf allung eines gelben Niederschlags. Der Ansatz wurde 3 h lang bei Raumtemperatur 
geruhrt AnschlieBend wurde der Niederschlag abfiltriert, mit Ether gewaschen und im Vakuum getrocknet 
(Ausbeute: 93%). 193 g (65,4 mmol) N-(p-Benzophenyl)-maleinsaureamid und 2£g (31,0 mmol) wasserfreies 20 
Natriumacetat wurden bei 55° C in 50 ml Essigsaureanhydrid gelost und bei dieser Temperatur 2 h lang geruhrt 
AnschlieBend wurde das Essigsaureanhydrid bei 60° C fan Wasserstrahl vakuum entfernt Zum Ruckstand wurden 
300 ml Wasser zugegeben und 2 h lang bei 70° C geruhrt Der wahrend dieser Zeit ausgefallene Niederschlag 
wurde abgesaugt mit Wasser gewaschen und aus Aceton umkristallisiert (Ausbeute: 94% gelber Feststoff); 
Schmelzpunkt: 150°C; Rf- Wert: 0,70 (Essigester/Hexan 6/1) 25 
Elementaranalyse: 

berechnet:C:73,64%;H:3,97%; N:5,05%; 
(Ci 7 Hi,N0 3 ) gefunden: C: 73,15%; H: 336%; N: 5,00%. 

2-Maieinunidoethansulfonsaure 30 

1232 g (100 mmol) p-Aminophenyiessigsaure wurden in 250 ml Dimethylformamid suspendiert und in der 
Warme in Losung gebracht 93 g (100 mmol) Maleinsaureanhydrid wurden in 100 ml Dimethylformamid gelost 
und wahrend 60 Minuten in die vorher auf unter 40° C abgekuhlte Losung zugetropft Etwa 60 Minuten nach 
Beendigung des Zutropfens setzte die Ausfallung eines Niederschlags ein. Es wurde weitere 15 Minuten bei 35 
Raumtemperatur geruhrt Der Niederschlag wurde abgesaugt mit Dimethylformamid, Aceton und Ether gewa- 
schen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 52%). 4,46 g (20 mmol) N-(2-Ethyi)maleinsulfonsaureamid 
wurden in 1 1 Toluol suspendiert und zum RuckfluB erhitzt In der Warme wurden 4,04 g (40 mmol) Triethylamin 
zugegeben und anschlieBend 2 h lang unter RuckfluB am Wasserabscheider erhitzt Dann wurde vom entstande- 
nen Ol abdekantiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt Der Ruckstand wurde in 100 ml Wasser 40 
auf genommen und mit 1 M HO auf pH = 2 eingestellt Die satire Losung wurde mit Essigester extrahiert (6 x 
50 ml). Die vereinigten Essigester-Phasen wurden fiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im 
Vakuum entfernt Das Produkt wurde aus Ethanol umkristallisiert (Ausbeute: 40% weifie Kristalle); Schmelz- 
punkt: 188° C; Rf- Wert: 

035 (Ethanol/Ethyiacetat 2/1) 45 
Elementaranalyse: 

berechnet: C: 35,12%; H:3,41%; N: 6£3%; S 15,61 %; 
(CeHyNOsS) gefunden: C: 35,00%; H: 3,43%; N : 659%; S 15,01. 

p-Maleinimidophenylessigsaure 50 

25,0 g (1663 mmol) p-Aminophenylessigsaure wurden in 250 ml Methanol suspendiert und in der Warme 
unter Zugabe von 500 ml Aceton in Losung gebracht 19,25 g (1663 mmol) Maleinsaureanhydrid wurden in 
100 ml Aceton gelost und wahrend 60 Minuten in die vorher auf unter 40° C abgekuhlte Losung zugetropft Der 
Ansatz wurde 60 Minuten lang bei Raumtemperatur geruhrt AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung auf 55 
etwa 300 ml eingeengt und bei — 20° C kaltgestellt Der Niederschlag wurde abgesaugt mit Aceton gewaschen 
und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 82%). 18,0 g (72 mmol) N^4-Essigsaurephenyl)maleinsaureamid 
wurden in 2,4 1 Toluol suspendiert und zum RuckfluB erhitzt In der Warme wurden 14,7 g (20,2 ml, 144 mmol) 
Triewyiamin zugegeben und anschlieBend 2 h lang unter RuckfluB am Wasserabscheider erhitzt Dann wurde 
vom entstandenen roten Ol abdekantiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt Der gelbe Ruckstand 60 
wurde in 300 ml Wasser aufgenommen und mit 1 M HQ auf pH 2 eingestellt 

Die saure Losung wurde mit Essigester extrahiert (6 x 50 ml). Die vereinigten Essigester-Phasen wurden fiber 
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt Das Produkt wurde aus Essigester/Hexan 
umkristallisiert (Ausbeute: 51% gelbe Kristalle); Schmelzpunkt: 158 a C; RfWert: 0,45 (Essigester/Methanol 2/1) 
Elementaranalyse: 65 
berechnet: C: 62^4% ;H: 332%; N:6,09%; 
(C12H9NO4) gefunden: C: 61,84%; H:4.43%; N: 5,59%. 
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p-Maleinimidophenylessigsaurechlorid 

1,0 g (433 raraol) p-Maleinimidophenylessigsaure wurden in 25 ml Dichlorraethan suspendiert tmd mh einem 
23-fachen OberschuB an Oxalsauredichlorid (137 g, 945 ul; 10,82 mmol) versetzt Die Reaktionsmischung wurde 
5 unter FeuchtigkeitsausschhiB auf 30— 40°C erwarmt und 15 h lang geruhrt. Anschliefiend wurde das Ldsungs- 
raittel im Vakuum entfernt und das Reaktionsgemisch im Hochvakuum getrocknet Kiistallisation a us Toluol 
lieferte ein gelbes Pulver (Ausbeute: 59%); Schmelzpunkt: 154°C; R{-Wert: 0£9 (Essigester/Hexan 4/1) 
Elementaranalyse: 

berechnet:C:5831%;H:330%;N:575%;a: 14,49%; 
10 (Ci2H9NCbCI)gefuiiden:C:60^1%;H:3^4%;N:5,13%;a: 1330%. 

m-Maleinimidobenzoesaure-2-aminoethylester HC3 

500 mg (479 ul; 3,10 mmol) N<tert--Butoxycarbonyi)-ethano!amin wurden unter Ruhren bei Raumtemperatur 
15 in 10 ml Essigester gelost und mit 472 mg (650 ul; 4,65 mmol) TriethyUunin versetzt Nun wurden 1,1 g 
(4,65 mmol) m-MalemimidobenzoesaurecMorid, gelost in 30 ml Essigester, innerbalb von 30 Mimiten zugetropft 
Nach Ende des Zutropf ens wurde der Ansatz 15 h bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wurde von den ausgef al- 
lenen Salzen abfutriert und die Ldsung 3 mal mit je 20 ml Wasser extrahiert Die Essigesterphase wurde uber 
Natriumsulf at getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt Der Ruckstand wurde saulenchromato- 
20 graphisch fiber Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Essigester/Hexan 1/1 ; 

Ausbeute: 49% gelber Sirup); Rf-Wert: 0,27 (Essigester/Hexan 1/1). 8,0 g (22£ mmol) m-Malemimidobenzoesau- 
re-2-[N-(tert-butoxycarbonyI)>aminoethytester wurden in 70 ml einer 1 molaren Ldsung von HC3 in absolutem 
Ether gelost und bei Raumtemperatur 15 h lang geruhrt Das ausgefallene Produkt wurde abgesaugt mit 
absolutem Ether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 42%); Schmelzpunkt: Zersetzung > 
25 84 a C; Rf-Wert: 0,14 (Essigester/Methanol 1/2) 
Hementaranalyse: 

berechnet:C:5231%; H:438%; N: 9,44%; 

(C t3 H| 3N2O4CI) gefunden: C: 51,09% ; H: 4,02% ; N: 838%. 

30 m-Malemirnidobenzoesain-e-2-hydrazm^ 2 HC1 

6,0 g (53 mi; 783 mmol) 2- Hydroxy ethyihydraziri in 30 ml Dichlormethan wurden bei Raumtemperatur in 
einem Kolben vorgelegt Zu dieser Ldsung wurden 15,46 g (7032 mmol) Di-tert-butvi-dicarbonat, gelost in 30 ml 
Dichlormethan, unter Ruhren zugetropft und 24 h lang bei Raumtemperatur geruhrt Dann wurde das Losungs- 

35 mittel fan Vakuum entfernt und der Ruckstand in 200 ml Ether auf genommen. Die Etherphase wurde 5 mal mh je 
50 ml Wasser extrahiert Die Etherphase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und der Ether im Vakuum 
entfernt Der R uck sta n d wurde saulenchromatographisch fiber Kieselgel gereinigt (LaufmitteL Essigester/He- 
xan 4/1; Ausbeute: 20% weiBer Feststoff); Rf-Wert: 034 (Essigester/Hexan 4/1). 239 g (836 mmol) Di- 
N^tertJ)Utoxycarbonyf>-ethanoIhydrazin und 137 g (1^9 ml; 133 mmol) Triethylamin wurden in 30 ml Tetrahy- 

40 drofuran gelost: Unter Ruhren bei Raumtemperatur wurden 33 g (143 mmol) m Maleinimidob enzoesaurechlo- 
rid, gelost in 50 ml Tetrahydrofuran, innerhalb von 30 Minuten zugetropft Anschliefiend wurde der Ansatz 1 h 
lang geruhrt Es wurde von den ausgefallenen Salzen abfutriert und die Reaktionslosung im Vakuum zur 
Trockene eingedampft Der Ruckstand wurde saulenchromatographisch fiber Kieselgel gereinigt (Laufmittel: 
Essigester/Hexan 2/1 ; Ausbeute: 35% elfenbeinfarbener Feststoff); Rf-Wert: 035 (Essigester/Hexan 2/1). 2£6 g 

45 (4,75 mmol) m-MaleinmiMoberiz»esaiire-2-[^ wurden in einer 1 

M Ldsung von HO in absolutem Ether suspendiert und 15 h lang bei Raumtemperatur geruhrt Nach dieser Zeit 
wurde der Niederschlag abgesaugt und mit absolutem Ether gewaschen. Der Feststoff wurde im Hochvakuum 
getrocknet (Ausbeute: 50% weiBer Feststoff); Schmelzpunkt: Zersetzung > 105° C; Rf-Wert: 0,28 (Essigester/ 
Hexan4/1) 

50 Elementaranaryse: 

berechnet:C:4470%; H:430%; N: 12,03%; 
(C13H1SN3O4CI2) gefunden: C: 45,23%; H:4,10%; N: 12,13%. 

m-Maleinimidobenzoesaure-2-hydroxyethylamjd 

55 

In einem Zweihals kolben wurden 10 ml Essigester vorgelegt 500 mg ( 2,1 2 mmol) Maleinimidobenzoesaure- 
chlorid und 128 mg (127 ul, 2,12 mmol) 2-AminoethanoI wurden in je 25 ml Essigester gelost und unter Ruhren 
bei Raumtemperatur simultan zugetropft Der Ansatz wurde 15 h lang geruhrt Die Ldsung wurde im Vakuum 
auf die Halfte eingeengt und anschUeBend bei -20°C kaltgestellt Das sich abscheidende Produkt wurde 
60 abgesaugt und aus Essigester/Hexan urnkristallisiert (Ausbeute: 65% farbloses Pulver); Schmelzpunkt: 1 1 9° C; 
RfWert: 030 (Essigester/Hexan 3/1). 
Hementaranalyse : 

berechnet:C:60,00%;H:432% N: 1077%; 
(C,2H,2N204) gefunden: C: 60,29%; H:4,42%; N: 10,78%. 

65 

p-Maleinimidophenvlessigsaurehydrazid CF3COOH 
33 g (14 mmol) p- Maleinimidophenylessigsaurechlorid wurden zusammen rnit einem 13-fachen OberschuB an 
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tert-Butylcarbazat (237 g, 21,7 mmoi) in 50 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und 2 h lang bei Raumtem- 
peratur geruhrt Das Tetrahydrofuran wurde im Hochvakuum entfernt und der Ruckstand wurde in 500 ml 
Essigester aufgenommen. Die Essigesterphase wurde zweimal mit je 125 ml Wasser ausgeschuttelt und anschlie- 
Bend fiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet Die Losung wurde im Vakuum eingedampft und aus Essige- 
ster/Hexan umkristaJlisiert Das gelbe Produkt wurde abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: s 
90%); Schmelzpunkt: Zersetzung ab 152°C; Rf-Wert: 0,50 (Tetrahydrofuran/Hexan 3/1). 23 g (7,25 mmoi) 
p-Maleinimidophenylessigsaurehydrazino-teiiL-butylcarbazat wurden in 12 ml eisgekuhlter Trifluoressigsaure 
gelost und 1 h lang bei Raumtemperatur geruhrt. Nach weiterem 20 minutigem Ruhren bei Raumtemp eratur 
wurde die Trifluoressigsaure im Hochvakuum entfernt und der Ruckstand in 50 ml Ether geldst Der Nieder- 
schlag wurde abgesaugt, mit trockenem Ether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 82% to 
gelbliches Pulver); Schmelzpunkt: 1 12° C; Rf-Wert: 0,06 (Tetrahydrofuran/Hexan 3/1) 
Elementaranalyse: 

berechnet: C: 46,80%; H: 334%; N: 1 1,70%; 
(C,4Hi2N30 5 F 3 ) gefunden: C:4635%; H:3,24%; N: 1 1,51%. 



m-Maleinimidobenzaldehyd 



Maleinimidoacetaldehyd 



Synth ese von Bismaleinimidverbindungen 
l^-Diamino-N^'-di-maJeinimidobenzyl-butan 
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2,0 g (8,5 mmoi) m-Maleinunidobenzoesaurechlorid wurden in 40 ml absoluten Tetrahydrofuran geldst und 
unter Ruhren und Stickstoffatmosphare auf — 78°C gekuhlt (Aceton/Trockeneis). AnschlieBend wurden inner- 
halb 1 h 8,4 ml Uthium-tri-terL-butoxyaluniiniumhydrid (lM-Losung in absoluten Tetrahydrofuran; 8,4 mmoi) 20 
langsam zugetropft Nach dem Zutropfen wurde die Suspension langsam auf Raumtemperatur erwarmt und auf 
200 ml Eis gegeben. Die gelbliche Ldsung wurde eingeengt, wobei ein Niederschlag ausfieL Der Niederschlag 
wurde abgesaugt und aus Essigester/Hexan umkristallisiert (Ausbeute: 21% gelbes Pulver); Schmelzpunkt: 
89°C; Rf-Wert: 035 (Essigester/Hexan 2/1) 

Elementaranalyse: 25 

berechnet: C: 65,68%, H:3,45%;N: 636%; 

(CixH 7 N03)gefunden:C:65^4%;H:334%;N:6,71%. 
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91,6 g (100 ml, 689 mmoi) Aminoacetaldehyddiethylacetal wurden in 200 ml Essigester 20 gelost Danach 
wurden 6734 g (689 mmoi) Maleinsaiireanhydrid, geldst in 200 ml Essigester, unter Ruhren und Eiskuhlung 
innerhalb 60 Minuten zugetropft Es wurde 1 h lang bei Raumtemperatur geruhrt Dann wurde das Reaktionsge- 
misch auf die Halfte eingeengt und bei — 20° C kaltgestellt Nach 24 h wurde der entstandene Niederschlag im 
Vakuum abgesaugt, mit Essigester und Ether gewaschen, und anschlieBend im Hochvakuum getrocknet (Aus- 35 
beute: 90%). 30,95 g (133,8 mmoi) N^AcetaldehyddiemyIacetal)maleinsaureamid wurden in 900 ml Toluol geldst 
14,2 g (19,6 mi, 140^ mmoi) Triethylamin hinzugefugt und das Reaktionsgemisch 15 h lang am Wasserabscheider 
gekocht Danach wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt Der zuruckbleibende Sirup wurde in 350 ml 
Diethylether aufgenommen und 3 x mit je 50 ml Wasser extrahiert Die etherische Phase wurde uber Na 2 S0 4 
getrocknet das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch gereinigt 40 
(Essigester/Hexan 1/1 ; Ausbeute: 36% farbloser Sirup); Rf-Wert: 0,49 (Essigester/Hexan 1/1) 
Elementaranalyse: 

berechnet: C: 58,15%; H: 7,49% ;N: 6,17%; 
(CioHisN04)gefunden: C: 58,10%; H: 638%; N: 635%. 

20,1 g (943 mmoi) Maleinmudoacetaldehyddiethylacetal wurden in 350 ml Dichlormethan gelost und 40,2 g 45 
Kieselgel 60 unter Ruhren hinzugefugt Es wurden 4,02 g 30%ige Schwefelsaure zugegeben und 60 h lang unter 
RuckfluB erhitzt Dann wurde das Kieselgel abfiltriert und die Reakdonsldsung mit 4 x 50 ml Wasser extrahiert 
Das Dichlormethan wurde uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft Der zuruckbleibende Sirup wurde 
aus Essigester/Hexan (1 : 10) umkristallisiert (Ausbeute: 15% weiBe Kristalle); Schmelzpunkt 68— 69°C; 
RfWert: 032 (TeU^ydrofuran/Hexan 3/1) 50 
Elementaranalyse: 

berechnet: C: 51,76%; H:332%; N: 10,06%; 
(CeHsNOa) gefunden: C: 51,4«%; H: 4,14%; N:9,60%. 

CWorameisensaure-2-maieinimidoethylester 55 

2,0 g (14^ mmoi) 2-Hydroxyethylmalemimid wurden in 150 ml absoluten Dichlormethan gelost und mit 136 g 
(43 mmoi) Triphosgen versetzt Nach Zugabe von 479 mg (660 ul; 43 mmop Triethylamin wurde der Ansatz 72 h 
lang bei Raumtemperatur geruhrt Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum entfernt 
und der Ruckstand saulenchromatographisch uber Kieselgel gereinigt (L^ufmittel: Essigester/Hexan 2/1; Aus- 60 
beute: 80% farbloser Feststoff); Schmelzpunkt: 45°C; Rf-Wert: 0,69 (Essigester/Hexan 2/1) 
Elementaranalyse: 

berechnet: C: 41 ,25% ; H: 235%;N : 638% ; CI: 1 7,41 % ; 
(C7H6NO4CI) gefunden: C: 41,1 1%; H:3,00%; N: 638%; CI: 1634%. 
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2^6 g (10 mmol) Maleinhnidobenzoesaurecfalorid sowie 0,44 g (5 mmol) 1,4-Diaminobutan wurden jeweils in 
60 ml Ethylacetat gelost In einem Dreihalskolben wurden 40 ml Ethylacetat vorgelegt Unter Ruhren bei 
Raumtemperatur wurden die beiden Losungen synchron fiber einen Zehraum von 30 min zugetropfL Wahrend 
des Zutropfens fie! ein hellgelber Niederschlag aus. Der Ansatz wurde 2 h lang geruhrt der Niederschlag 
abgesaugt und mit Diethyiether gewaschen. Der hellgelbe Feststoff wurde aus Aceton mxikristallisiert, mit 
Wasser und anschlieBend nochmals mit Ether gewaschen und LVak. getrocknet Man erhielt 2,1 g (33 mmoL 75% 
d. Theorie) des Produktes als geftVweifien Feststoff DC: 
Kieselgel, THF/Hexan 4 : 1,R| = 030, Fp.: 221 °C(Zersetzung) 
C22H22N406(486g/moI) 

lx;rechnet:C: 64,20%; H:433%;N:1132%;0 : 19.75%; 
gefunden: C:6237%;H:435%;N: 10,67%. 

l,4-Dihydrox43,0'Kli-m-maIebiiniidobenzyl-butan 

376 ul (381 mg, 4,1 mmol) 1,4-Butandiol wurden in 80 ml Ethylacetat gelost und unter Ruhren einer Losung 
T^ 2 ^? * 8,49 mmo1 ) Maleinimidobenzoesaurechlorid in 80 ml Ethylacetat zugegeben. AnschlieBend wurden 
1200 ul (871 mg, 83 mmol) Triethylamin zugetropft und 12 h bei RT geruhrt Nach Zugabe von weiteren 300 ul 
(218 mg, 2^ mmol) Triethylamin wurde erneut 12 h bei RT geruhrt. Danach wurde die Reaktionsmischung 3 x 
mit jeweils 70 ml Wasser ertrahiert Die organische Phase wurde fiber Natriumsulfat getrocknet und das 
Ethylacetat LVak. entfemt Der gelbe Ruckstand wurde zweimal aus EE:Hex 2 : 1 umkristallisiert; DC: KieseleeL 
THF/Hexan 4 : 1, R* = 0,62, Fp.: 135°C * 
CzeH^NzOs (488 g/mol) 
berechnet: C: 63,03%; H:4,20%; N:538%; 
gefunden: C: 6330%; H: 4,05% ; N: 5,52%. 

Diacylhydrazon aus AdipinsauredUiydrazid und m-Maleinimidoacetophenon 

1,0 g (4,65 mmol) m-Maleinmidoacetophenon wurden zusammen mit 368 mg (2,1 1 mmol) Acfipinsauredihydra- 
zid in 40 ml absolutem Methanol gelost Dem Reaktionsansatz wurden 100 ul Trifluoressigsaure hinzugegeben 
und 15 h bei RT geruhrt Der dabei ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt und 2 x mh je 30 ml MeOH 
sowie 4 x mit je 50 ml Diethyiether gewaschen. AnschlieBend wurde das Produkt L Vak. getrocknet- DC- 
Kieselgel, THF/Hexan 4 : 1,R* = 036,Fp.:240°C(Zersetzung) 
C3oH28N606(568 g/mol) 
berechnet: C: 6338%, H: 433%; N: 14,79%; 
gefunden: C: 63,18%, H: 433%; N: 15,03%. 

Schritt 2: Synthese von Maleinimidderivaten zytostatischer Verbindungen 

Maleinimidderivate der AJkyiantien Chlorambucil und Melphalan 

0-[4-(4-bis(2KMoremyl)aminopheny^^ 

Chlorambucil (1/) g; 33 mmol) und Hyaroxyethyimaleinimid (1392 g; 13£ mmol) wurden mh Dimethylami- 
nopytidin (20,1 mg; 0,16 mmol) in 100 ml Dichlormethan gelost und N>l'-DicydohexyIcarixxuimid (747 mg; 
332 mmol), gelost in 100 ml Dichlormethan, binnen 1 h zugetropft Die Reaktionsldsung wurde 8 h lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und die Losung im Vakuum einge- 
dampft Der Ruckstand wurde in Essigester gelost und fiber Kieselgel chromatographies; (Laufmittel: Essige- 
ster/Hex 1/2). Die Remfraktionen wurden vereinigt und eingedampft, wobei ein schwach gefarbter Sirup 
zuruckblieb. Ausbeute: 576 mg (135 mmol; 41% d Th.) braunlicher Sirup; Rf-Wert (Kieselgel): 0,26 (Essigester/ 
S^J^^w 111/2 4 ? 6 (reL Intenshat) (M+-1, 12), 377 (100* 286 (7), 181 (10); Hementaranalyse 
(C20H24N2O4C12, Mr 42737), berechnet: C 562% H 5,6% N 63% Q 16,6%; gefunden: C 57,1 % H 63% N 53% a 
15^4%. 

0{4-(4^is(2-chlorethyi)am 

Chlorambucil (1,0 g, 33 mmol) und m Maletnimidophenol (137 g, 93 mmol) wurden mh Dimethylarainopyridin 
(183 mg, 0,15 mmol) in 50 ml Dichlormethan gelost Nun wurde innerhalb von 2 h N-Cyohexyl-N^-morpholmo- 
emyl)cartxxmiiid-methc-p-toluolsulfonat (137 g; 333 mmol), gelost in 100 ml Dichlormethan. bei Raumtempera- 
tur unter Ruhren zugetropft und der Ansatz 6 h lang geruhrt Vom entstandenen Niederschlag wurde abfiltriert 
und das Reaktionsgemisch im Vakuum eingedampft Das Produkt wurde saulenchromatographisch fiber Kiesel- 
gel geremigt (Laufmittel: Essigester/Hex 1/1); Ausbeute: 554 mg (1,25 mmol; 38% d. Th.) gelblicher Sirup; 
Rf-Wert (Kieselgel): 0,29 (Essigester/Hex 1/1); MS-CI (reL Intensitat) m/z 475 (M+ 100); 457 (38); 377 (54); 304 
(13); 190 (93); eementaranalyse ^r^aC^Clz, Mr 47533), berechnet: C 603% H 5,1% N 53% CI 15,0%: 
gefunden: C 59,6% H 53% N 53% CI 14,4%. 

Chlorambucilcarbonsaurehydrazid 

Chlorambucil (1,0 g; 3£9 mmol) wurde in 50 ml absoluten. CHjCfe gelost und mit einem 13-fachen OberschuB 
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an Oxalylchlorid (431 43 mraol) versetzt Es wurde unter FeuchtigkeitsausschluB 15 h lang bei 30— 40°C 
geruhrt AnschlieBend wurde die Losung eingedampft und die Reste von Oxalylchlorid im Hochvakuum entfernt 
Das synthetisierte Oxalylcarbonsaurechlorid wurde unmittelbar weiter umgesetzt, indem der entstandene 
braune Sirup in 20 ml absoluten. CH 2 C1 2 gelost wurde und dann unter RQhren bei Raumtemperatur t-Butylcar- 
bazat (457 mg; 3,45 mmol), gelost in 20 ml CH2Q2, tangsam zugetropft wurde. Der Ansatz wurde 36 h lang 5 
geruhrt, vom Unldslichen abfiltriert und die Losung im Vakuum auf etwa 3 ml eingeengt Das entstandene 
Cmorambucil-t-butyicarbazat wurde saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Essigester/Hexan 2/1; Rf- 
Wert: 0,52); 

Ausbeute: 700 mg (1,67 mmol; 51% d. Th.) brauner Sirup C^orambucil-t-butyicarbazat (700 mg; 1,67 mmol) 
wurde in 10 ml Tetrahydrofuran gelost und unter Ruhren bei Raumtemperatur mit 10 ml Trifluoressigsaure 10 
versetzt Die Losung wurde 1 h lang unter diesen Bedingungen geruhrt; dann wurden das Losungsmittel und die 
Trifluoressigsaure im Hochvakuum entfernt 

Acylhydrazonderivat von[4-(4-bis(2^Morethyl)ainmophenylfl^ und 

2-MaleinimidoacetaIdehyd 15 

Chlorambucilcarbonsaurehydrazid (Trifluoracetat-Sah; 721 mg; 1,67 mmol) wurde in 30 ml Tetrahydrofuran 
gelost und unter Ruhren bei Raumtemperatur mit Maleinimidoacetaldehyd (556 mg; 4,01 mmol) versetzt Nach 
20 Minuten wurde die Reaktionslosung wurde eingedampft Der Ruckstand wurde in wenig Essigester aufge- 
nommen und das Produkt saulenchromatographisch gereinigt (LOBAR®-Diolsaule, Fa Merck); Laufmittel: 20 
Essigester/Hexan 3/2); Ausbeute: 290 mg (0,66 mmol; 40% dTh.) schwach gelber Sirup; MS-FAB (reL Intensitat) 
m/z439(M + , 15X286(24), l36(87);Hementaranaryse(C2oH24N403ai N 
123% CI 16,2%; gefunden:C543% H 5,6% N 1 1,6%, CI 153%. 

Acylhydrazonderivat von [4-(4-bis(2-chloremylammopheny0^ (Trifluor-acetat-Salz) und 25 

m-Maleinimidoacetophenon 

Chlorambucil carbonsaurehydrazid (Trifluoracetat-Salz; 721 mg; 1,67 mmol) wurde in 30 ml abs. Tetrahydro- 
furan gelost und unter Ruhren bei Raumtemperatur mit 3-Maleinimidoacetophenon (1078 mg; 5,01 mmol) 
versetzt Nach 3 h wurde die Reaktion beendet (DC-KontrolIe; RfWert = 030 (Essigester/Hexan 2/1)) und die 30 
Losung eingedampft Der sirupose Ruckstand wurde in 15 ml Essigester aufgenoramen. Nach kurzer Zeit 
begann sich das Produkt als gelber Niederschlag abzuscheiden. Der Niederschlag wurde abgesaugt und aus 
Essigester umkristallisiert; Ausbeute: 80 mg (0,16 mmol; 10% d. Th.) gelbes Pulver; Schmelzpunkt: 164° C; 
MS-FAB (reL Intensitat) m/z 515 (M + , 4), 451 (37), 216 (42); Elementaranalyse (C26H28N4O3CI2, Mr 515.22), 
berechnet: C60,6%, H 5,4% N 103% CI 133%; gefunden:C: 603% H 5,6%, N 10,4%,a 13/%. 35 

Die Synthese von den entsprechenden Maleinimidderivaten von Melphalan ^4-(4-bis(2Kmlorethyianiinophe- 
nylalanin] erfolgte analog zu den oben genannten Vorschriften fur Chlorambucil. 

Maleinimidderivate von 5-Fluorouracil und 5'-Deoxy-S-fluorouridin 

40 

Ni-{m-MaIemimidobenzoyl)-5-fluorouracil 

500 mg (335 mmol) 5-Fluorouracil wurden in 150 ml absolutem Tetrahydrofuran gelost und mit 389 mg 
(536 uJ; 4,62 mmol) Triethylamin versetzt Nun wurden unter Ruhren bei Raumtemperatur innerhalb von 30 Mi- 
nuten 1088 mg (4,62 mmol) m-Maleinimidobenzoesaurechlorid, gelost in 20 ml absolutem Tetrahydrofuran, zu- 45 
getropft und der Ansatz 5 h lang geruhrt Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und im Vakuum eingedampft 
Der Ruckstand wurde mit 3-mal 150 ml Ether ausgekocht Die vereinigten Etherphasen wurden eingedampft 
und das Produkt saulenchromatographisch gereinigt (LOBAR*-(Merck AG>Diolsaule; Laufmittel: Essigester/ 
Hexan 3/2; Ausbeute: 55% gelbliches Pulver); Schmelzpunkt: 203°C; Rf-Wert: 0^7 (reverse phase; Acetonitril/ 
Wasser 1/1) 50 
Elementaranalyse: berechnet: C: 54,72%; H: 2,45%; N: 12,76%; 
(QsHgNaOsF) gefunden: C: 54,06% ; H: 3,03%; N: 1 206%. 

N l ^2-Maleidmidoethyloxycarbonyl)-5-fluorouracil 

55 

500 mg (334 mmol) 5-Fluorouracil wurden in 100 ml Tetrahydrofuran gelost und mit 505 mg (696 ui, 
439 mmol) Triethylamin versetzt Zu dieser Losung wurden 1016 mg (4,99 mmol) Chlorameisensaure-2-maIein- 
imidoethyiester, gelost in 100 ml Tetrahydrofuran, zugetropft und der Ansatz 15 h lang bei Raumtemperatur 
geruhrt AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum entfernt und der Ruckstand saulen- 
chromatographisch gereinigt (LOBAR^-Diolsaule; Laufmittel: Essigester/Hexan 13/ 1 ; Ausbeute: 6 1 %); 60 
Schmelzpunkt: 132° C; RfWert: 0,64 (Diol; Essigester/Hexan 2/1 ). 
Elementaranalyse: 

berechnet: C: 44,29% ; H : 2,68% ; N: 14,09%; 

(Ci 1 HaN 3 0 6 F) gefunden: C: 44,29%; H: 2£8%, N: 13,58%. 

65 

Nt^m-MaIeinunidobenzoyloxymethyl)-5-fluorouracil 
1500 mg (11,55 mraol) 5-FIuorouracil und 2£5 ml (25,4 mmol) 37%ige Formaldehydlosung wurden 2 h lang 
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unter Ruhr en auf 60° C erwarmt AnschlieBend wurde das Wasser im Hochvakuum entferat und der Ruckstand 
unter Zugabe von 20 mg Dimemylaminopyridin als Katatysator in 80 mi Tetrahydrofuran gelost Zu dieser 
Ldsung wurden 3,01 g (1335 mmol) m-Maleinimidobenzoesaure und 2358 g (1335) N^'-Dicydohexyicarbodii- 
mid, gelost in 50 ml Tetrahydrofuran, zugegeben und anschlie&end 15 h lang bei Raumtemperatur geruhrt Der 
5 Niederschlag wurde abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt Der Ruckstand wurde in etwa 20 ml 
Essigester aufgenommen und vom Ungeldsten abfiltriert Die Ldsung wurde erneut eingedampft und der 
Ruckstand zur Reinigung zweimal chromatographiert (1. KJeselgel (Essigester/Hexan 2/1); 2. LOBAR®- Diolsau- 
le(Laufmittel: Essigester/Hexan 2/1); 

Ausbeute: 5% weiBes Pulver); Schmelzpunkt: Zersetzung > 250° C; Rf-Wert: 032 (Essigester/Hexan 2/1) 
to Elementaranalyse: 

berechnet: C: 5538%; H: 232%; N: 12£4%; 
(CieHioNiOeF) gefunden: C: 5531%; H: 237%; N: 1 1/2%. 

5'-Deoxy-5-fluoro-2'— 0<m-maldnimidobenzoyI)-l^D-ribcHhexofuranosyIuTadl (A) und 
is 5'-Deoxy-5-fluoro-3' — 6-(m-mal eniirnidobenzoyl)- 1 -0-I>ribo-hexofuranosyluracil (B) 

5'-Desoxy-5-fluorouridin (300 mg; 1,22 mmol) wurden in 60 ml absohiten Tetrahydrofuran gelost und mit 
3-Maleinimidobenzoesaurechlorid (402 mg; 1,71 mmol) sowie Triethyiamin (333 uJ) versetzt und wahrend 24 h 
bei Raumtemperatur geruhrt Das entstandene Triethylammoniumsalz wurde abfiltriert und die Ldsung im 
20 Wasserstrahlvakuum (40° C) eingedampft Der Ruckstand wurde in wenig Tetrahydrofuran aufgenommen und 
die beiden Isomere saulenchromatographisch getrennt (Laufmittel: Essigester/Hexan 70/30; LOBAR®-Diolsau- 
le, 

(A) Ausbeute: 152 mg, Schmelzpunkt 86°C; Rf-Wert (Diol): 0,12 (Essigester/Hexan 2 : IX (B) Ausbeute 190 mg; 
Schmelzpunkt 83°C; Rf-Wert (Diol): 0,17 (Essigester/Hexan 2 : 1) (A> 'H-NMR QT> 6 JDMSO): 6 (ppm) 136 (d, J 

25 6.0 Hz, 3^ 5, H), 338 (dq, Ufi = 63 Hz, 1H,4'-H), 4.13 (m, J3.4 - 6.0 Hz, 1H, 3'-HX 531 (t, J23 - 63 Hz, 1H, 
2'-H), 537 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 3' -OH), 536 (dd, J u = 4.2 Hz, J U = 1-2 Hz, 1H, l'-HX 7.20 (s, 2H, HC=CH), 
7.69-837 (m,4H, phenyl), a05(d, J - 10.2 Hz, 1H, 6-HX 1U91 (d, 1H, 3-H); 13 C>NMR (feepMSO): 5 (ppm) = 
17^2(C-57 F 72Jl(C-40,75^(C-30i79^(On87^(C-l'),125J9(d, 2 Jc-F - 36 Hz, C-6), 12736. 12*70, 12935, 
130.15, 132.01, 13177 (phenylX 134.76 (HC CH), 140.13 (d, 1 Jc_F = 242 Hz, C-5), 14835 (C-2X 157.03 (d, 2 J C -F « 

30 28 Hz, C-4X 164. 12 (ester), 169.68 (C-OX FAB-MS (4-NitrobenzylaIkohol, 3 kV): M/z (%): 446 [M+ + 1] (8); 
Elementaranalyse (berechnet fur CzoHieN^OgF (4453)): C 533% H 3,6 N 9,4%; gefunden: C 54,7% H 4,4% N 
838%. (B) FAB-MS (4-NhTobenzylalkohol, 3 kV): m/z (%):446 [M + + 1] (6); Elementaranalyse (berechnet fur 
C2oH I6 N 3 08F (4453)): C 533% H 33% N 9,4%; gefunden: C 523% H 33% N 8,7%. 

35 2'— 0-3'— O-Acetale (A) bzw. Ketale (B) von 5'-Deoxy-5-fhjorouridin 

13 mmol 5'-Desoxy-5-fluorouridin wurden in 60 ml abs. Tetrahydrofuran gelost und mit 8 mmol Maleinimi- 
doacetaldehyd (bzw. m-Malemimidoacetophenon) und 5 mg p-Toluolsulfonsaure versetzt und wahrend 12—24 h 
bei T = 60 °C geruhrt Die Ldsung wurde anschlieBend im Wasserstrahlvakuum (40° C) eingedampft, der 
40 Ruckstand in wenig Essigester gelost und das Acetal bzw. Ketal saulenchromatographisch getrennt (Laufmittel: 
Essigester/Hexan 50/50; LOBAR®-DioIsaule (Merck). 

(A) Ausbeute: 162 mg, Schmelzpunkt 71°C; Rf-Wert (Diol): 0,19 (Essigester/Hexan 1 : IX (B) Ausbeute 110 mg, 
Schmelzpunkt 88°C; Rf-Wert (Diol): 0^1 (Essigester/Hexan 1 : IX 

45 Maleinimidderivate der Anthrazykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin und Iarubicin 

Die Synthesen der Maleinimidderivate der Anthrazykline sind steUvertretcnd fur Doxorubicin aufgefuhrt, die 
der Anthrazykline Daunorubicin, Epirubicin und Idarubicm erfolgt analog. 

50 3'- Aminoamidderivat von Doxorubicin mit p-MalemmiMophenylessigsaurochlorid 

500 mg (0.86 mmol) Doxorubicin Hydrochlorid wurden in 50 ml absolutem DMF gelost und 1013 mg 
(430 mmol) p-Maleiniinidophenylessigsaurechlorid und 719 uJ (522 mg; 5.16 mmol) Triethyiamin zugegeben. Die 
Ldsung wurde bei Raumtemperatur 15 h lang geruhrt DMF wurde unter Hochvakuum entfernt und der 

55 Ruckstand in etwa 5 ml Tetrahydrofuran gelost gefiltert und fiber eine Kieselgelsaule (Teirahydrofuran/Hexan 
3/l)gereinigt: 189 mg des roten Produktes (29%); Rf-Wert: 0.26 (Ethylacetat/Hexan 3/1); Schmelzpunkt: 110°C; 
13 C-NMR-Daten (DMSO - 6 ): 6 8 16.79 (C-6 X 2931 (C-2 X 38.67 (C-10X 3835 (C-8X 46£3 (C^ 56.1 7 (C-7"X 56.40 
(-OCHsX 66.16 (C 14X6620(C^Ot71^(C>5a7272(On;77.18(C-9X99^0(C-l');11033(C-5a); 11067 (C-llaX 
1 1837 (C-4a, 1 1930 (C-3X 120.13 (CM); 12639; 129.43; 129.63; 12935 (C-3" bis C-6"); 13430 (C-l"a/l"b); 135.03 

60 (C-12aX 135.48 (C-10aX 13a04 (C-6aX 13630 (C-2X 15357 (C-llX 153.65 (C-6X 16060 (04); 1 69.75 (C-2"a/2"b); 
171J3 (amid-Q; 18635 (C-12); 186.45 (C-5); 213.68 (C-13) Elementaranalyse berechnet fur C39H36N2O14: C 
6134% H 4.75% N 3,70%. gefunden: C 6135% H 5,14% N 3,45%. 

C-13-Benzoyihydrazonderivat von Doxorubicin und m-Maleinimidobenzosaurenhydrazid 

65 

0.2 mmol Doxorubicin Hydrochlorid and 13 mmol m-MaleiniMobenzoesaurehydrazid (Trifluoroacetat-Salz) 
wurden in 100 ml absoluten Methanol gelost Zu dieser Ldsung wurden 100 uJ CF3COOH zugegeben, und die 
Reaktionsmischung 96 h lang bei Raumtemperatur geruhrt Die Ldsung wurde anschlie&end auf etwa 50 ml 
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eingeengt Acetonitril wurde bis zur Trubung zugegeben und die Suspension bei — 20"C 24 h Iang kahgestellt 
Das rote Produkt wurde durch Zentrifugieren gesammelt und aus Methanol/Acetonitril unkristallisiert: 376 mg 
(55%), Rf-Wert (reverse phase, Acetonitril/0.005 M NaH 2 P0 4 (pH 5.0) = 70/30): 033, Schmelzpunkt: > 185°C 
(Zersetzung), 13 C-NMR-Daten (CD^OD): 8 : 16J1 (06*); 28^2 (C-20; 33.17 (C-10); 38.71 (C-8); 46.64 (C-30; 5639 
(-OCH3); 66.11 (C-14); 66.18 (OT); 71.26 (C-5'); 7t8l (C-7); 7138 (C-9); 99.27 (Of); 110.03 (C-5a); 11034 5 
(C-lla); 118.69 (C-4a); 11836 (C-3); 12130 (C-l); 124.18; 126.73; 13035; 131.47; 13131; 13234 (C-3" bis C-8")? 
134.15 (C-12a); 134.72 (C-l"a/l"b); 13476 (C-lOa); 13521 (C6a); 136.19 (C-2); 153.65 (C-ll); 154.72 (C-6); 156.27 
(C-13); 160.77 (C-4); 169.63 (C-2"a/2"b); 18439 (acyl-Q; 184.40 (C-12); 186.48 (C-5); MS-FAB (rel Intensitat; 
4-Nitrobenzylalkohol): 

BerechnetfurC38H38N 4 Oi 2 aMr - 79331 g/mol;m/z = [M + -HQ] 758 (238%); 10 
Eleraentaranalyse berechnet fur CsgH^Oi^l: C 57,50% H 4,82% N 7,06% CI 4,46% ; 
gefunden: C 57.84% H 5,24% N 735% CJ 4,12%. 



3'-Iminderivat von Doxorubicin mit MaleinimidoacctaJydehyd 



N^CH3-Malemmiidobenzoyi)-2-hydroxyethy^^ 
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25 



201 mg Doxorubicin-Hydrochlorid (0345 mmol) wurden zusammen mit 500 mg Maleinimidoacetalydehyd 
(3,59 mmol) in 50 ml wasserfreiem DMF gelost und fur 48 Stunden bei 60° C geruhrt Danach wurde das DMF im 
Hochvakuum entfemt Der rote Rucks tand wurde daraufhin dreimaJ mit jeweils ca. 200 ml Essigester auf genom- 
men, ffltriert und auf 5 ml eingeengt Danach erfolgte eine saulenchromatographische Aufreinigung mittels 
praparativen Diolsaule (Lobar* von Merck) mit Essigester/Hexan 70/30 als LauftmtteL Ausbeute: 293 mg 20 
(0 0448 mmoll Dunnschichtchromatographie: Rf = 0,4 auf Kieselgel mit THF/Hexan 3/1 als LaufmitteL Elemen- 
taranalyse berechnet fur C33H32N2O13: C 59,64% H 432% N 4,22%; gefunden: C 60,10% H 4,78% N 4,1 1 %. 

Maleinimidderivate von Cisplatin Analoga 

Das Verfahren fur die Herstellung der Maiemimidderivaten mit ciskonfigurierten Platin(n)-Einheiten wird 
durch folgendes Beispiel erlautert N<0-(3-Maleimmdobenzoyl)-2-hydroxyemylH 
tin(II) — vierstufige Synthese. 

N^2-Hydroxyethyl)-N,N'-bis-tertiarbutyloxyc^ 30 

Zu einer Losung von 20.8 g (200 mmol) N-(2-Hydroxyethyl)- 1 ,2-Diaminoethan in 100 ml Dichlormethan wer- 
den 4736 g (2£0 mmol, 03 eq) bis-Tertiarburyioxycarbonylanhydrid, gelost in 200 ml Dichlormethan langsam bei 
Raumtemperatur zugetropft Der Ansatz wird fur 12 h bei Raumtemperatur geruhrt, dann mit 100 ml Diethylet- 
her verdunnt und mit 150 ml Wasser extrahiert Nach dem Trocknen der organischen Phase fiber Natriumsulfat 35 
wird L Vak. eingeengt Die Reinigung des Rofaproduktes erfolgt durch Saulenchromatographie (Ethylacetat/He- 
xan(l : 13), Rf-Wert (Ethylacetat/Hexan 1 : 13): Rf =» 0.18; Ausbeute: 
30 g (98.68 mmol). Elementaranalyse fur Q4H28N2O5 (304 g/mol) 
berechnet:C: 55.26%; H: 9.21%; N: 9.21%; 

gefunden: C: 5530%; H: 9.18%; N: 9D2. 40 

N-(0<3-Malehiiiiu^obeiizoyI)-2-hyto 

Zu einer Losung von 8 g (263 mmol) N-(2-Hydroxyethyl)-N,N'-bis-tertiarbut^ 
in 50 ml Tetrahydrofuran und 4 ml (283 mmol, 1.1 eq) Triethylamin werden 6.82 g (29 mmol, 1.1 eq) Maleinimid- 45 
obenzoesaurechlorid, geldst in 100 ml Tetrahydrofuran, bei Raumtemperatur unter Ruhren innerhalb 1 h zuge- 
tropft Nach weiteren 8 h Ruhren bei Raumtemperatur ist laut DC vollstandiger Umsatz erreicht Das bei der 
Reaktion gebildete Triethylammoniumchlorid wird abfiltriert Nach Entfernen von Tetrahydrofuran und uber- 
schussigem Triethylamin LVak. wird das anfallende, gelbe Cl saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel: 
Ethylacetat/Hexan (1 : l\ Rf-Wert (Ethylacetat/Hexan 1 : 1) — 02, Ausbeute: 9.6 g (19.1 mmol) des Produkts in 50 
Form eines gelben Ols, entsprechend 72.6% der theoretisch mOglichen Ausbeute. Elementaranalyse fur 
C25H 33 N 3 O8(503 g/moO 
berechnet: C: 59.64%, H: 636%; N: 835%; 
gefunden: C: 60.04%, H: 6.77%; N: 8.24%. 



55 



6 g (1 133 mmol) N^O-(3-Maleiminidobenzoyl)-2-hydroxye 
aminoethan werden in einem gasdichten Kolben mit 60 ml (5 eq) einer IM Losung von HQ in Diethylether unter 
Ruhren bei Raumtemperatur versetzt Nach 48 h Ruhren bei Raumtemperatur wird der feinkristafline Nieder- 60 
schlag uber eine G4-Glasfritte abgesaugt durch mehrinaliges Waschen mit wasserfreiem Ether von HCI-Resten 
befreit und LVak. getrocknet Man erhalt 3,0 g (738 mmol) des Produkts als feinpudrigen, gelben Feststoff, 
entsprechend 663% der theoretisch mdglichen Ausbeute. Elementaranalyse furCisH^NsCUCfe (3753 g/mol) 
berechnet:C:47-89%;H:5.05%;N:11.17% ; a:l&86%; 

gefunden:C:4637%; H:5.42%; N: ia03%;Cl: 17.63%. 65 
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N ^0-(3- Mai einimidoben2oyl>-2-hydroxyethyi)- 1 ^Kiiaminoethandichlorop latin(II) 

104 mg (0.25 ramol) K^PtCU und 94J2 mg (O25mmol) N-{0-(3- Maleinimiciobenzo)-2-hydroxyeth>1)- 1 ,2-di- 
aminoethan Dihydrochlorid werden in jeweils 5 ml 20% Tetrahydrofuran/Wasser gelost und portionsweise 
5 vermischL Die zunachst rote K 2 PtCU-Losung wird zunehmend entfarbt, es bfldet sich ein hellgelber Nieder- 
schlag. Etwa 1 h nach der letzten Zugabe kann das Prazipitat durch eine G4-Glasfritte abgesaugt werden. Es 
wird sufczessive mit kletnen Portionen Wasser, 20% Tetrahydrofuran/Wasser und zuletzt mit Dietbylether 
gewaschen, Nach dem Trocknen LVak. erhalt man 106 mg (0.18 mmol) des Produktes in Form eines feinpudrigen, 
gelben Pulvers, entsprechend 72% der theoretisch moglichen Ausbeute. Elementaranalyse fur CisH| 7 N 3 04Pta2 
10 (569g/mol) 

berechnet: C: 31.63%; H: 259%; N: 738%; Pt: 34.29%; d: 12.46%; 
gefunden; C:3U9%; H:337%; N:6J9%; Pt:3235%;d: 1255%. 

Schritt 3: Thiolierung des Tragerproteins 

15 

Das Verfahren fur die Thiolierung wird durch folgendes Beispiel genauer dargestellt 

32 mg human es Serum transferrin (98% kristaJlin, Mr 80000) (Tbzw. 28,4 mg human es Serumalbumin (98% 
kristallin, Mr 66 500)] werden in 1 ml mit Argon entgastem 0,1 M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCI — 
pH_= 8/) gelost (c(TransfeiTui/Albuniin) = 4,0 x 10 -4 M) gelost und mit 100 yd einer frisch hergesteUten 4 x 

20 10 2 M Iniinothiolanlosung (53 mg Iminothiolan gelost in 1 ml entgastem 0,1 M Natriumborat, 0,15 M Nad, 
0,001 M EDTA — pH = 8,0) versetzt (10-facher OberschuB an Iminothiolan). Nach 60—70 min wird das 
uberschussige Iminothiolan durch Gelfiltrauon (Saule 1,0 cm x 10 cm, Sephadex G25) mit dem Laufpuffer 0.05 
M Natriumborat, 0.15 M NaCl — pH 73 vom thiotierten Transferrin bzw. Albumin getrennt Die Proteinkonzen- 
tration nach erfolgter Gelfiltration wurde bei 280 nm eaw = 92 300 M _1 cm" 1 , cfTransf errin] = 2,4 x 10~ 4 M) 

25 bzw. &280 = 35 700 M _1 cm -1 , (c[ Albumin] = 2£ x 10~ 4 M) und die Anzahl der eingefuhrten HS-Gruppen mit 
FJIm a nns Reagenz bei 412 urn £412 = 13 600 M" 1 cm -1 ) (c[HS-Gruppen] = 7,4 x 10~ 4 M bzw. 7,7 x 10" 4 M> 
Das Verhaltnis cfHS^GruppenycjTnuisferrm] betrug demnach 3,1 und das Verhaltnis c[HS-Gruppenyc[Albu- 
min] betrug 3,5. 

Die folgenden TabeDen fassen die Reaktionsbedingungen zusammen, durch die eine unterschiedtiche Anzahl 
30 von HS-Gruppen in Transferrin bzw. Albumin eingefuhrt werden. 

Tabelle la 



Reaktionsbedingungen fur die Einfuhrung von HS-Gruppen in Transferrin 

35 



c£bmn otihiolaBtJ/ 
c[Protem] 




Teanpexatrrr, °C 


Anzahl cnigefiihxtex 
HS-Giup pen/Protein 




10: 1 


60-75 


0-5 


1 


10: 1 


60-75 


20-25 


2-3 


20:1 


60-75 


20-25 


5-6 


30: 1 


60-75 


20-25 


9-10 


40:1 


60-75 


20-25 


12-13 


50:1 


60-90 


20-25 


15-16 


70:1. 


60-90 


20-25 


20-21 
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60 
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Tabelle lb 

Reaktionsbedingungen fur die Einfuhrung von HS-Gruppen in Albumin 





RfiflktHMI ^x&ity XDQH 


Temperatur, °C 


Anzahl emgefuhrter 
HS-Gmppen/Protehi 


10: 1 - 


60-75 . 


0-5 


1 


10:1 ; 


60-75 


20-25 


2-3 


20:1 


60-75 


20-25 


5-6 


30: 1 


60-75 


20-25 


9-10 


50: 1 


60-95 


20-25 


15-16 


100:1 


60-90 


20-25 


30-32 



Die so thiolierte Proteinprobe wurde direkt fur die folgende Reaction im Schritt 4 verwendet 

Scbritt 4: Kopplung des Maleinimiderivats (Schritt 2) an das thiolierte Tragerprotein (Schritt 3) 

25 

Methoden-FPLC fur die Herstellung der Konjugate: P-500 pump, LOC 501 Controller (Pharmacia) und LKB 
2151 UV-Monitor, Puffer: Standardborat: 0.025 M Natrium borat 0.15 M NaO — pH 75. Die Proteinkonzentra- 
tion des Konjugats wurde mit dem BCA-Proteinassay von Pierce (USA) bestimmt 

Transf errinkonjugat mit dem 3'- Aminoamidderivat von Doxorubicin und p-Malemimidophenvlessigsaure 30 

(Amidi) 

33 ml thiolierte Transf errinpro be (33 eingefuhrte HS-Gruppen) wurden auf 30 ml mit Standardborat ver- 
dunnt und 1,0 ml einer Losung von Amidi (Mr 742.68) in DMF (13 mg gelost in 1,0 ml DMF) zugegeben und 
vermischt Nacfa 10 min wurde die Losung auf ungefahr 2,0 ml mit CENTRIPREP®- 1 0-Konzentratoren von 35 
Amicon, FRG (60 min bei 4°C und 4500 U/min) eingeengt Die konzentrierte Probe wurde (5 min) mit einer 
Sigma 112 Zentrifuge zentrifugiert und der Oberstand auf eine Sephadex G-25F Saule (Saule 1,0 cm x 10 cm) 
gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvolumen: 33—7,0 mil Die Menge an gebundenem Doxorubicin 
wurde mit Hilfe der Epsilonwerte fur Doxorubicin S495 = 10 650 M 1 cm" 1 bestimmt von dem der entsprechen- 
de Beitrag von Transferrin bei dieser Wellenlange abgezogen wurde EfTf]«9s = 4100 M -1 cm" 1 . Die Konzentra- 40 
tion des gebundenen Doxorubicins betrug 322 jiM und die von Transferrin 101 uM. 

Albummkonjugat von 0{4^4-bis(2H:hloroemyi)ammophenyl)]butanoyl-3- 

22 ml thiolierte Albuminprobe (2,1 eingefuhrte HS-Gruppen) wurden mit 0.1 ml einer Losung von 45 
0{4^4-bis(2^Moroethyl)ainiiK>pheny^ in DMF (0,9 mg gelost in 0,1 ml DMF) 

vermischt nach 10 min zentrifugiert und der Oberstand auf eine Sephadex G-25F Saule (Saule 1,0 cm x 10 cm) 
gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvolumen: 3,7—7,1 ml). Die Menge an gebundenem Chlorambucil 
wurde mit Hilfe des Tests nach Epstein (Epstein et al, AnaL Chem. 1955, 27, 1435— 1439) bestimmt. Sie betrug bei 
diesem Arbehsvorgang 280 U.M. 50 

Transferrinkonjugat von N^0^3-MaleinimidobeiizoyI)-2-hydrox^^ (II) 

42. ml thiolierte Transf errinprobe (4,6 eingefuhrte HS-Gruppen) wurden auf 30 ml mit Standardborat ver- 
dunntund 1,0 ml einer Losung von N-(0-(3-MaleiimiiidobeiizoyI^ 

tin(II) in DMF (1,6 mg gelost in 1 $ ml DMF) wurden zugegeben und vermischt. Nach 20 min wurde die Losung 
auf ungefahr 2,0 ml mit CENTRIPEP®-10-Konzentratoren von Amicon, FRG (60 min bei 4°C und 4500 U/min) 
eingeengt Die konzentrierte Probe wurde (5 min) mit einer Sigma 112 Zentrifuge zentrifugiert und der Ober- 
stand auf eine Sephadex G-25F Saule (Saule 1,0 cm x 10 cm) gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvo- 
lumen: 3,2—6,8 ml). Die Menge an gebundenem Platinkomplex wurde mh Hiife des Tests nach Gonias und Pizzo 
(Gonias, S.L, Pizzo, S.V. J. BioL Chem. 1982, 258, 5764—5769) bestimmt Sie betrug bei diesem Arbeitsvorgang 
580 jiM. 

Konjugat bestehend aus mit Doxorubicin (Amidi) beladenem Albumin und Transferrin 

65 

30 mg Humanserumalbumin wurden in 2,0 ml mit Argon entgastem 0,1 M Natrium borat, OJ0O1 M EDTA, 0,15 
M NaCI — pH — 8,0 bei Raumtemperatur (RT) gelost Zu dieser Mischuug wurden 183 uJ einer Losung aus 
23 mg Iminothiolan in 250 ul entgastem 0,1 M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCI pH 8,0 zugegeben, gut 

15 
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durchmischt und 1 h bei RT inkubiert AnschlieBend wurde uberschussiges Iminothiolan durch Gelffltration 
abgetrennt Die Messung der Proteinkonzentration, sowie der Konzentration an freien SH-Gnippen ergab 
folgende Wert e. c[ Albumin] 1,44 x 10" 4 mol/1, c[SH-Gruppen] = 1,25 x 10 -3 mol/L Die durchscbnittliche Zahl 
der SH-Grnppen pro Albuminmolekul ergab sich aus dem Quotienten beider Konzentrationen zu 8.7. 
5 2,0 ml dieser thiolierten Albuminlosung wurden fur die wehere Umsetzung verwendet Urn 7 der 8,7 SH-Grup- 
pen pro Protein mit 3'-Aminoamidderivat von Doxorubicin und p-Malemimidophenylessigsaure (Amidi) abzu- 
sattigen wurde die EiweiBlosung zunachst mit Standardboratbuffer auf 10 ml verdunnt Dann wurden unter 
Schutteln 40 ul einer Losung von 40 mg Amidi in 1 ml DMF zugegeben und 10 Minuten Iang bei RT inkubiert 
Danach wurde die Probe 5 min lang zentrifugiert (3000 g, 4°C> Der Oberstand wurde mit Centricon 3000- Kon- 

io zentratoren® (Fa. Ami con) auf em Vo lumen von etwa 1 ml eingeengt (3000 g, 3 x 15 min, 4°Q. 

AnschlieBend wurden 25 mg Humanserumtransferrin in 1,2 ml in mit Argon entgastem 0,1 M Natriumborat, 
0,001 M EDTA, 0,15 M Nad — pH = 8,0 Standardpuffer gelost Zu dieser Mischung wurden 15 ul einer Losung 
aus 23 mg Iminothiolan in 250 ul in mit Argon entgastem 0,1 M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCl — 
pH = 8,0 zugegeben, durchmischt und lh lang bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde uberschussiges Iminothio- 

is lan durch Gelfiltration abgetrennt. Die Messung der Proteinkonzentration sowie der Konzentration an freien 
SH-Gnippen(TestnachEflmann) ergab folgende Werte: [Transferrin] = 1,20 x 10* mol/1, [SH-Gruppen] = 136 
x 10~ 4 mol/L Die durchschnittliche Zahl der SH-Oruppen pro Transf eirinmol ekul ergab sich aus dem Quotien- 
ten beider Konzentranonen zu 1 jS, 

13 ml der so thiolierten Transf errinlosung wurden fur die wehere Umsetzung zunachst mit Standardboratpuf- 

20 fer auf 10 ml verdunnt Dann wurden der Reaktionsmischung 72 ul einer Losung von 10 mg i,4-Diamino- 
NJvI'-di-m-maJeinmidobenzyl-butan in 200 ul DMF zugegeben. Nach 10 min bei RT wurde die trube Mischung 
zentrifugiert (5 min, 3000 g, 4°C). Die uberstehende Losung wurde abdekandert und in einem Centricon® 3000 
Konzentrator auf ein Volumen von 600 ul eingeengt. Zur Entf ernung uberschussigen Bismaleinimid wurde uber 
Sephadex 25 gefiltriert 

25 1500 ul einer Losung mit dem so modifizierten Transferrin wurden zu 500 uJ der obigen mit Doxorubicin 
beladenen Albuminlosung gegeben, gut vermischt und 15 min lang bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die 
Losung in Microoon 10 Konzentratoren® (Fa. Amicon) auf ein Volumen von 150 ul eingeengt Die konzentrierte 
EiweiBlosung wurde gelchromatographisch in Dire BestandteHe (Monomere, Dimere, Oligomere) getrennt 
Saulendimension. h. 40 cm, 0. 1 cm, Loop. 100 ul, stationare Phase. Superdex 200 Pharmacia, mobile Phase. 

30 Boratpuffer; pH 63; +4°C N^begast, FluB. 1 ml/min, Detektion. photometrisch, X 280 nm, Retentionsvolumia. 
Oligomere. 93 ml 1 1J5 ml, Trimere: 1 1,7 ml — 12,6 ml, Dimere. 12J ml 14,4 ml, Monomere. 14^ ml— 18^ mL Die 
Ausbeute der gewunschten Dimere bezuglich des eingesetzten Amidi betrug 20—30%. 

In vitro Untersuchungen 

35 

Die Wirksamkeit der Konjugate wurde mit einem Zytotoxizitats- Assay und mit Hilfe des BrdU(5-Brom-2'-de- 
soxyuridin)-Ehibaus in der Zellkultur bestimmt (menschliche Zeflinien: Leukamie K562 fur Konjugate der 
Alkylantien, Mamma carcinoma MDA-MB 468 fur Konjugate der Anthrazykline, Coloncarcinoma HCT-1 16 fur 
Konjugate der Antimetabolite und Ovariancarcinoma (SKO V 3) fur Konjugate der Platinverbindungen). 

40 Die Kultivierung der Zellen erfolgt in der Regel in 75 cm 2 groBen Gewenekulturschalen bei 37° C in einer 
wasserdampfgesattigten, mit 5% CO2 angereicherten Atmosphare. Die Zellen wurden routinemafiig in RPMI 
1640 Medium oder in DMEM Medium kultiviert. Den Medien wurde 10% fotales Kalberserum, 4 mM L-Gluta- 
min und jewefls 100 U/ml Penizillin/Streptomycin zugehlgt Adharent wachsende Zellen werden zur Subkultur 
mit Trypsin vom Schalenboden gelost und nach zweimaligem Waschen mit PBS in frischem Medium aufgenom- 

45 men. 

Fur die Bestimmung der Zytotoxizitat wurden die Zellen in 24- Loch Gewebeknlturplatten 24 h Iang zur 
Adharenz gebracht die BasiszeUzahl (Basis) bestimmt und die verbleibenden Ansatze mit den Konjugaten und 
zytostatischen Verbindungen konzentrationsabhangig inkubiert Veranderungen in der ZeUteilungsaktrvhat 
wurden mit einem ZeUzahlgerat (CASY 1) bestimmt 
50 Zur Bestimmung der DNA-Synthese wurde das BrdU-Markierungs- und Detekdonssystem III der Firma 
Boehringer Mannheim gemaB Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt 

Unter diesen experimentellen Bedingungen zeigten die wie vorstehend aufgefOhrt synthetisierten Konjugate 
eine der ungebundenen zytostatischen Verbindung gleichwertige bzw. hdhere Wirksamkeit 

55 Patentanspruche 

1. Transferrin- und Albuminkonjugate zytostatischer Verbindungen, die Konjugate aus thioliertein Trans- 
ferrin oder Albumin und mindestens einer derivatisierten zytostatischen Verbindung sind, wobei die deriva- 
tisierte zytostatische Verbindung aus den Anthrazyklinen Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin oder 
60 Idarubicin, aus den Alkylantien Chlorambucil oder Melphalan, aus den Antimetaboliten 5-Fluorouracil oder 
5'-Deoxy-5-fluorouridin oder aus einem derivatisierten Cisplatin-Analogon der aUgemeinen Formel I, II 
oder III: 



65 
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n - 0-6, X = -NH 2 , -OH. -0-CO-(CH 2 )n-COCR # , -NH-CO-fCH^-COCR* R* = H, 25 
Phenyl, Alkyl mit 1—6 Kohlenstoffatomen 

und einer aiiphatischen bzw. aromatischen Maleinimidverbindung der allgemeinen Formel IV besteht, . 
FonnellV: *> 



N — R — Y 35 



40 

worin fur den Fall, daB R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1—6 Kohlenstoffatomen bedeutet, Y «= 
-OH, -COOH, -COO, -COO-(CH 2 )n-OH, -COO-(CH 2 )n-NH2, - COO -(CH 2 )n - NHNHj, 
-SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2, — O— COO, — CHO, —COR* ist mit n = 1 —6 und R* = H, Phenyl, 
Alkyl mit 1—6 Kohlenstoffatomen ist, und worin fur den Fall, daB R eine substituierte bzw. unsubstituierte 
Benzylgruppe oder eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenyiengruppe bedeutet, Y = —OH, —COOH, 45 
-COO, -COO-(CH 2 )o-OH, COO-(CH 2 )n-NH2, — COO— (CH 2 )n— NHNH 2 , -SO3H, -SO3CI 
-SO*- NHNH2, — O-COO, -CHO, -COR # , -CO- NHNH 2 mit n = 1 -6 und R* - H, Phenyl, Alkyl 
mit 1 —6 Kohlenstoffatomen ist, so daB Maleinimidderivate von zytostatischen Verbindungen bereitgestellt 
werden, wobei die chemische Verknupfung zwischen Maleinimidverbindung und zytostatischer Verbindung 
durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Acyl- bzw. Benzoylhydrazon-, Oxycarbonyi-, Acetal- oder 50 
Ketalbindung erfolgen kann. 

2. Transferrin- und Albuminkon jugate gemaB Anspruch 1, die a us thioliertem Transferrin- bzw. Albumin 
und mindestens einer derivausierten zytostatischen Verbindung bestehen, die bei den Anthrazyklinen 
Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin oder Idarubicin Maleinimidderivate umfassen, die aus dem jeweili- 
gen Anthrazyklin und den unter Anspruch 1 genannten Sauren von Maleinimidverbmdungen bestehen, 55 
wobei die Kopplung uber die 3'— NH 2 -Gruppe des Aminozuckers des Anthrazykfins als Amidbindimg 
erfolgt, die aus dem jeweiligen Anthrazyklin und den unter Anspruch 1 genannten Aldehyden bzw. Ketonen 
von Maleinimidverbindungen bestehen, wobei die Kopplung uber die 3'— NH2-Gruppe des Aminozuckers 
des Anthrazyklins als Iminbindung erfolgt, oder die aus dem jeweiligen Anthrazyklin und den unter An- 
spruch 1 genannten Aminen von Maleinimidverbindungen bestehen, wobei die Kopplung uber die Ci3-Ke- 60 
toposition des Anthrazyklins als Iminbindung erfolgt, oder die aus dem jeweiligen Anthrazyklin und den 
unter Anspruch 1 genannten Saurehydraziden von Maleinimidverbindungen bestehen, wobei die Kopplung 
uber die Cu-Ketoposition des Anthrazyklins als Acyl- bzw. Benzoymydrazonbindung erfolgt. 

3. Transferrin- und Albuminkonjugate gemaB Anspruch 1, die aus thioliertem Transferrin- bzw. Albumin 
und mindestens einer derivausierten zytostatischen Verbindung bestehen, die bei den Alkylantien Chloram- 65 
bucil und Melphalan Maleinimidderivate umfassen, die aus dem jeweiligen Alkyians und den unter An- 
spruch 1 genannten Hydroxymalemimidverbindungen bestehen, wobei die Kopplung Gber die COOH- 
Gruppe von Chlorambucil bzw. Melphalan als Esterbindung erfolgt, oder die aus dem Saurehydrazid des 
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jewefligen AJkyians und den unter Anspruch 1 genannten Aidehyden oder Ketonen von Maleinimidverbin- 
dungen bestehen, wobei die Kopplung fiber die COOH-Gruppe von Chlorambucil bzw. Melphalan als Acyl- 
bzw. Benzoymydrazonbindung erf olgL 

4. Transferrin und Albummkonjugate gemaB Anspruch 1, die aus thiohertem Transferrin bzw. Albumin und 
mindestens einer derivatisierten zytostatischen Verbindung bestehen, die bei 5 Ffuorouraril Maleinirnidde- 
rivate umfassen, die aus 5-FIuorouracH und den unter Anspruch 1 genannten Sauren bzw. Oxvcarbonyien 
von Maleinhmdverbindungen bestehen, wobei die Kopplung uber die 1'- oder 3'— NH-Gruppe von 5-Fluo- 
rouracil als Amid bzw. als Oxycarbonylbindung erfolgt, oder die aus 1- oder 3-(Hydroxvmethyl)-5-fhiorou- 
racil und den unter Anspruch 1 genannten Sauren von MaleinimidVerbindungen bestehen, wobei die 
Kopplung fiber die 1'- oder 3'— NH-Gruppe als Carbonyloxymethylbindung erfolgt, die bei 5'-Deoxy- 
5-fluorouridin Maleinimidderivate umfassen, die aus 5'-Deoxy-5-fluorouridin und den unter Anspruch 1 
genannten Sauren von Maleimmidverbindungen bestehen, wobei die Kopplung fiber die 2*— HO— oder 
3' — HO-Gruppe von 5'- Deoxy-5-fluorouri din als Esterbindung erfolgt, oder die aus 5'-Deoxy-5-fluorouridin 
und den unter Anspruch 1 genannten Aidehyden bzw. Ketonen von Maleimmidverbindungen bestehen, 
wobei die Kopplung fiber die 2*— HO-und 3'— HO-Gruppe von 5'- Deoxy-5-fluorouridin als Acetal- bzw. 
Ketalbmdung erfolgt. 

5. Transferrin- und Albuminkonjugate gemaB Anspruch 1, die aus thioliertem Transferrin- bzw. Albumin 
und mindestens einer derivatisierten zytostatischen Verbindung bestehen, die bei den derivatisierten Cispla- 
tin-Analoga der allgemeinen Formel I, II und in Maleinimidderivate umfassen, die aus dem jewefligen 
Cisplatm-Analogon und den unter Anspruch 1 genannten Sauren von Maleimmidverbindungen bestehen, 
wobei die Kopplung fiber die endstandige HO-Gruppe des jewefligen Gsplatin-Analogons als Esterbindung 
oder fiber die endstandige H 2 N-Gruppe des jewefligen Cisplatin-Analogons als Amidbindung erfolgt, oder 
die aus dem jewefligen Gsplatin- Analogon und den unter Anspruch 1 genannten Saurehydraziden, Hydrazi- 
nen bzw. Aminen von Maleimmidverbindungen bestehen, wobei die Kopplung fiber die endstandige Aldeh- 
yd- bzw. Keto-Gruppe von — O— CO— (CH 2 )nCOR*, — NH— CO— (CH 2 )n- COR* des jewefligen Qspla- 
tin- Analogous als Acyl- bzw. Benzoylhydrazon-, Hydrazon- bzw. Iminbindung erfolgt 

6. Bismalemimid verbindungen der allgemeinen Formel V, die aus den in Anspruch 1 genannten Maleimmid- 
verbindungen bestehen, wobei zwei Maleimmidverbindungen durch eine Gruppe Z verbunden sind, die eine 
Diaminoalkan-, Dihydroxyalkan-, Dihydrazinoalkan- oder Carbonsaiiredihycirazid- Verbindung darstellt, so 
daB zwei Maleimmidverbindungen fiber zwei Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon oder Acylhydrazonbindungen 
miteinander verbunden sind. 



Found V: 




Z = -CO-NH-(CH 2 )q-NH-CO-, CO-0-(CH 2 )nO-CO, -C«NH(CH2)n-NH=Q -C=N- 
NH-CCH 2 )nNH-N=C-,-~C=N-NH-CO-(CH 2 )n-CO-NH-N=C-,n = 2-12. 

7. Chemoimmunokonjugat bestehend aus Albumin, das gemaB Anspruch 1 bis 5 mit zwischen etwa ffinf und 
dreiBig Aqurvalenten einer zytostatischen Verbindung beladen ist und das weiterhin mit einem Protein, 
beispielsweise mh Transferrin oder mit einem monoklonalen Antikdrper, der gegen ein tumorassoznertes 
Antigen gerichtet ist, vorzugsweise aber mit Transferrin, fiber eine der in Anspruch 6 genannten Bismalein- 
imidverbindung oder einer aliphatischen bzw. aromatischen Bismaleiiumid verbindung konjugiert ist 

8. Verfahren zur Herstellung der in den Anspruchen 1, 2,3,4,5 und 7 genannten Chemoimmunokonj ugate. 

9. Verwendung der in den Anspruchen 1, 2, 3, 4, 5 und 7 genannten Verbindungen zur Behandlung von 
Krebskrankheitea 
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